Caractérisation structurale de la régulation de l'ubiquitine-hydrolase AMSH by Poudevigne, Emilie
Caracte´risation structurale de la re´gulation de
l’ubiquitine-hydrolase AMSH
Emilie Poudevigne
To cite this version:
Emilie Poudevigne. Caracte´risation structurale de la re´gulation de l’ubiquitine-hydrolase
AMSH. Sciences agricoles. Universite´ de Grenoble, 2013. Franc¸ais. <NNT : 2013GRENV041>.
<tel-01067706>
HAL Id: tel-01067706
https://tel.archives-ouvertes.fr/tel-01067706
Submitted on 23 Sep 2014
HAL is a multi-disciplinary open access
archive for the deposit and dissemination of sci-
entific research documents, whether they are pub-
lished or not. The documents may come from
teaching and research institutions in France or
abroad, or from public or private research centers.
L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
destine´e au de´poˆt et a` la diffusion de documents
scientifiques de niveau recherche, publie´s ou non,
e´manant des e´tablissements d’enseignement et de
recherche franc¸ais ou e´trangers, des laboratoires
publics ou prive´s.
1 
 
  
2 
 
  
3 
 
Remerciements 
 
 
Je voudrais tout d’abord remercier les membres de mon jury : Dr. Olivier Walker, Pr. Xavier 
Gomis-Rüth, Dr. Marie-Odile Fauvarque, Dr. Rosine Haguenauer-Tsapis et Pr. Marc Jamin 
pour avoir accepté d’évaluer mon travail de thèse. Je voudrais aussi remercier les membres de 
mon comité de suivi de thèse Dr. Marie-Odile Fauvarque et Dr. Carlo Pétosa pour leurs très 
bons conseils et leurs encouragements. 
Merci au Pr. Winfried Weissenhorn qui m’a permis dès le M2 d’intégrer son équipe et 
d’évoluer tout au long de ces quatre années. 
Je voudrais aussi remercier toute l’équipe du Dr. Marie-Odile Fauvarque qui m’a accueuillie 
lors des expériences de mesure de fluorescence et plus particulièrement Anne-Claire pour 
notre travail en collaboration et nos discussions et Caroline pour son aide précieuse. 
 
Je remercie aussi Pauline, qui m’a soutenue, aidée, encouragée, guidée, écoutée, conseillée…. 
Bref, merci Paulinette ! Et merci aussi à tous mes collègues de l’équipe présente ou passée : 
Nono, Miriam, Nick, Géraldine, David, Martinellours, Patricia, Christophe, Jens et Aurélien, 
pour toutes ces discussions et ce partage. 
Merci aussi à tous ceux qui ont contribué à faire de ces quatre années un bon moment : Nico, 
Léandro, Hélène, Eric, Ivan, Alex, Charlotte, Pierre-Alain, Audrey et les thésards du dessus… 
Je n’oublie pas Pierre, Sandrine et Elena sans qui tout serait bien plus compliqué, merci ! 
 
Un grand merci à Alex qui est présent au quotidien. Conseiller et ami c’est un boulot à plein 
temps !  
Merci à toi Ludo, pour ta patience, ton écoute, ton humour, merci pour l’équilibre que tu as su 
m’apporter pendant ces trois ans et merci pour ton amour. 
Enfin, je voudrais remercier tout particulièrement mes parents, sans qui je ne serai pas là 
aujourd’hui et qui ont su me guider, me soutenir et m’accompagner depuis un bon moment 
déjà… Milles mercis pour tout ! 
 
4 
 
  
5 
 
 
Table des matières 
Introduction 13 
I. Description générale des mécanismes impliquant le bourgeonnement d’une membrane depuis le 
cytoplasme 15 
I.1 La voie endo-lysosomale 15 
I.2 La cytokinèse 16 
I.3 L’autophagie 17 
I.4 Le bourgeonnement viral 18 
I.4.1 Mécanisme dépendant du système ESCRT : exemple du VIH 18 
I.4.2 importance de l’ubiquitine dans ce mécanisme 33 
II. Les protéines ESCRT 33 
II.1 ESCRT-0 33 
II.2 ESCRT-I 34 
II.3 ESCRT-II 35 
II.4 ESCRT-III 36 
II.5 VPS4 37 
II.6 Les interactions des domaines MIT/MIM 38 
II.7 Alix 39 
II.8 Implication dans les mécanismes cellulaires 40 
III. L’ubiquitine et ses enzymes associées 41 
III.1 L’ubiquitine 41 
III.2 Les chaines de polyubiquitine 43 
III.3 Les ubiquitine-ligases 45 
III.4 Les ubiquitine-hydrolases 46 
III.4.1 Informations générales 46 
III.4.2 Les ubiquitine-hydrolases impliquées dans les mécanismes en relation avec le système 
ESCRT 49 
III.4.2.1 AMSH 49 
III.4.2.2 AMSH-LP 52 
III.4.2.3 UBPY 53 
Matériel et Méthodes 57 
I. Biologie moléculaire et biochimie des protéines 59 
I.1 Clonage, expression et purification des différentes constructions d'AMSH 59 
6 
 
I.1.1 AMSH Fl, AMSH D348A, AMSH link5 et AMSH EKE 59 
I.1.2 Méthylation des lysines d'AMSH Fl 60 
I.1.3 AMSH 206 60 
I.1.4 Mutagénèse dirigée d’AMSH 146 (1-146) 61 
I.1.5 His-AMSH 146 (1-146) sauvage , K88A, E104A ou K107A 61 
I.1.6 AMSH C-ter (235-424) 61 
I.2 Clonage, expression et purification des différentes constructions des CHMP 63 
I.2.1 CHMP1A C-ter (123-196) et CHMP1B C-ter (126-199) 63 
I.2.2 CHMP3 Fl 63 
I.3 Clonage, expression et purification des différentes constructions de STAM 64 
I.3.1 STAM1 SH3 et STAM2 V.U.S. 64 
I.3.2 STAM2 UIM-SH3 64 
I.4 Expression et purification d'UBPY N-ter (8-138) 65 
II. Méthodes de caractérisation structurale des protéines 66 
II.1 Cristallogenèse et introduction à la cristallographie 66 
II.1.1 Principe 66 
II.1.2 Techniques utilisées 67 
II.1.3 Conditions expérimentales 67 
II.2 Diffusion de rayons X aux petits angles (SAXS) 68 
II.2.1 Principe 68 
II.2.2 Conditions expérimentales 68 
II.2.3 Traitement et analyse des données 69 
III. Etudes des interactions inter-protéiques 70 
III.1 Co-purification et co-précipitation 70 
III.1.1 Co-purification AMSH Fl/ CHMP3 Fl 70 
III.1.2 Co-précipitation 70 
III.2 Résonance plasmonique de surface (SPR) 70 
III.2.1 Principe 70 
III.2.2 Conditions expérimentales 72 
III.2.3 Traitement et analyse des données 73 
IV. Etude de l'activité enzymatique d'AMSH 73 
IV.1 Etude par gel SDS-PAGE 73 
IV.1.1 Production de la di-ubiquitine liée par la lysine K63 73 
IV.1.2 Conditions expérimentales 74 
IV.1.3 Traitement et analyse des intensités de bandes: ImageJ 74 
7 
 
IV.2 Analyse par mesure de fluorescence 74 
Résultats 75 
I. Etude de l’interaction entre AMSH ou UBPY et les protéines CHMP 77 
I.1 Interactions entre AMSH et les protéines CHMP 77 
I.1.1 AMSH 146 sauvage ou 146 muté et CHMP3 78 
I.1.1.1 Purifications 78 
I.1.1.2. Co-précipitation 79 
I.1.2 AMSH Fl et CHMP3 Fl : Co-purification et co-cristallisation 80 
I.1.3 Etude de l’interaction entre AMSH et CHMP1A ou CHMP1B 82 
I.1.3.1 Purifications 82 
I.1.3.2 Mesure des résonances plasmoniques de surface entre MBP-AMSH Nter206 et GST-
CHMP1A C-ter ou GST-CHMP1B C-ter (SPR) 84 
I.1.3.3 Co-précipitation 86 
I.2. Interactions entre UBPY et les protéines CHMP 87 
I.2.1 Essais de co-purification 88 
I.2.2 Co-précipitation 90 
I.2.3 Résonance plasmonique de surface 91 
II. Etude de l’interaction entre AMSH et STAM et ses conséquences sur l’activité enzymatique de 
l’ubiquitine-hydrolase. 92 
II.1 Interaction entre AMSH Fl et la sous-unité STAM d’ESCRT-0 92 
II.1.1 Purifications 92 
II.1.2. Résonance plasmonique de surface 94 
II.2 Etude des conséquences des différents domaines de STAM sur l’activation de l’activité 
enzymatique d’AMSH 98 
II.2 .1 Première approche : observation de la réaction enzymatique à t=30 minutes 99 
II.2.2 Tests de dé-ubiquitination et interprétation par la méthode SDS-PAGE 100 
II.2.3 Tests de dé-ubiquitination et interprétation par mesure de fluorescence 102 
II.2.4 Comparaison des résultats obtenus en fluorescence et en gel SDS-PAGE 107 
III. AMSH Fl : de la purification à la caractérisation structurale. 109 
III.1.  Optimisation du protocole de purification d’AMSH via l’étude de différentes constructions
 109 
III.1.1. AMSH link5 et AMSH D348A 109 
III.1.2. AMSH Fl 114 
III.1.3. AMSH EKE et AMSH Fl lys met 117 
III.1.4. AMSH BrFl : à la recherche d’un homologue d’AMSH Fl 120 
III.2. Etude de diffusion de rayons X aux petits angles 123 
8 
 
Discussion et perspectives 129 
I. Interaction d’AMSH et UBPY avec les protéines CHMP 131 
I.1 AMSH et CHMP3 131 
I.2 AMSH et CHMP1A/1B 132 
I.3 UBPY et CHMP1B 134 
II. Interaction d’AMSH avec STAM2 et ses conséquences sur l’activité enzymatique d’AMSH 135 
II.1 Interaction entre AMSH et les domaines VHS, UIM et SH3 de STAM 135 
II.2 L’activité enzymatique d’AMSH est activée par STAM 136 
III. Analyse structurale d’AMSH 137 
Références 141 
Annexes 159 
 
9 
 
Abréviations 
 
AAA ATPase : ATPase associated with a variety of cellular activities 
ABC : borane-dimethylamine complex 
ADP/ATP : Adénosine Di/ Tri Phosphate 
AHT : anhydrotetracycline 
ALIX : ALG-2-interacting protein X 
AMSH : Associated Molecule of the SH3 domain of STAM 
AMSH-LP : AMSH-Like Protein 
ARN : acide ribonucléique 
BrFl : Branchiostoma Floridae 
CA : protéine Capside 
CEP55 : Centrosomal Protein of 55 kDa 
CHAPS : 3-[(3-Cholamidopropyl)dimethylammonio]-1-propanesulfonate 
CHMP : Charged Multivesicular Body Protein 
C-ter : extrémité carboxy-terminale 
DLS : Dynamic Light Scattering 
D.O600 : Densité Optique mesurée à 600 nm 
Dmax : Diamètre maximum 
DTT : dithiothréitol 
DUB : Dé-Ubiquitinase 
(D)UIM : (Double) Ubiquitin Interaction Motif 
E1 : enzyme activatrice de l’ubiquitine 
E2 : enzyme de conjugaison de l’ubiquitine  
E3 : Ubiquitine-ligase 
E72A, K88A, E104A, K107A : Mutation des résidus E72, K88, E104 ou K107 en Alanine 
EDC : 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimide hydrochloride 
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EDTA : acide éthylène diamine tétraacétique 
EGF (R): Epidermal growth factor (Receptor) 
EKE : Résidus E175, K176 et E177 mutés en alanine 
ERAD : Endoplasmic-reticulum-associated protein degradation 
ESCRT : Endosomal Sorting Complexes Required for Transport 
F : fluorophore 
Fl : Full lengh, protein entière 
FT : Flow through, non retenu par la résine 
FYVE : Fab1, YGL023, VPS27 and EEA1 
GAT : GGA and Tom1 
GGA : Golgi-localized, Gamma-adaptin ear-containing, ARF-binding 
GLUE : GRAM-Like Ubiqitin in EAP45 
GST : glutathion-S-transférase 
HRS : Hepatocyte growth factor-regulated tyrosine kinase substrate 
I : Intensité de diffusion 
ILV : Intralumenal Vesicles 
IPTG : isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside 
IST1 : Increased Sodium Tolerance-1 
JAMM : Jab1/Mov34/Mpr1 Pad1 N-terminal+ 
K48, K63 poly-ubiquitine : chaînes d’ubiquitine liées par leur lysine 48 ou 63 
ka : Constante d’association 
Kcat : Constante catalytique 
KD : Constante d’affinité 
Km : Constante de Michaelis 
kon : Constante de dissociation 
LB : Luria Broth 
lys met : AMSH dont les lysines sont méthylées 
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MA : Protéine Matrice 
MBP : Maltose Binding Protein 
MIM : MIT- interacting motif 
MIT : Microtubule-Interacting and transport 
MVB : Multivesicular Body 
NC : Nucléoprotéine 
NEDD : Neural precursor cell expressed developmentally down-regulated protein 
NHS : N-Hydroxysuccinimide 
N-ter : extrémité amino-terminale 
NZF : Npl4-type Zinc Finger 
P(r) : Fonction de distribution des distances 
PAS : structure pré-autophagosomale 
PCR : Polymerase Chain Reaction  
PDB : Protein Data Bank 
PEG : Poly Ethylène Glycol 
PI(3)P : phosphatidyl-inositol-3-phosphate 
Q : vecteur de diffusion 
Q : quencher, molécule inhibitrice du signal fluorescent 
Rg : Rayon de giration 
RMN : Résonance Magnétique Nucléaire 
RU : unité de réponse 
S75/ S200 : colonne de filtration sur gel Superdex 75/200 (GE Healthcare) 
SAXS : Small Angles X-ray Scattering, diffusion de rayons X aux petits angles 
SDS : Sodium dodecyl sulfate 
SDS-PAGE : sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis 
SH3 : SRC Homology 3 Domain 
SP1 : Spacer protein 1 
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SPR : Surface Plasmon Resonance, résonances plasmoniques de surface 
STAM : Signal tansducing adaptor molecule 
TEV : Tobacco Etch Virus 
TOM1 : Target of Myb1 
TSG101 : Tumor susceptibility gene 101 
Ub : Ubiquitine 
UBAP1 : Ubiquitin Associated Protein 1 
UBD : Ubiquitin binding domain 
UBPY : Ubiquitin isopeptidase Y 
UEV : Ubiquitin E2 Variant  
USP : Ubiquitin-specific-processing  
VUS : domaines VHS-UIM-SH3 de STAM 
VHS : VPS27, HRS and STAM 
VIH : Virus de l’Immunodéficience Humaine 
VPS : Vacuolar Protein Sorting 
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I. Description générale des mécanismes impliquant le bourgeonnement d’une membrane 
depuis le cytoplasme 
 I.1 La voie endo-lysosomale 
 
La voie endo-lysosomale permet la dégradation ou le recyclage des récepteurs membranaires 
comme le récepteur à l’hormone de croissance épithéliale (EGFR) ou le récepteur au facteur 
de croissance des hépatocyte (HGFR) (Gorden et al., 1978) (Haigler et al., 1979). En effet, 
lorsque ceux-ci doivent être dégradés afin d’interrompre la cascade de signalisation, ils sont 
alors ubiquitinés par plusieurs mono-ubiquitination ou par des chaînes d’ubiquitines liées par 
leur lysine K63 (Piper and Lehner, 2011). Ils sont ensuite dirigés vers les endosomes grâce à 
la formation d’une vésicule par endocytose puis, cette vésicule fusionnera avec la membrane 
des endosomes précoces et, grâce au système ESCRT (Endosomal Sorting Complex Required 
for Transport), de nouvelles vésicules, appelées vésicules intraluminales (ILV) seront formées 
à l’intérieur de ces organelles qui deviendront alors des corps multi-vésiculaires (MVB) ou 
endosomes tardifs. A cette étape, les récepteurs à dégrader seront incorporés dans les MVB 
par les ILV alors que ceux à recycler seront renvoyés à la membrane. C’est dans ce contexte 
que nous expliquerons le fonctionnement des protéines du système ESCRT dans le chapitre I-
2. Finalement, les MVB fusionneront avec les lysosomes, la membrane des ILV sera dégradée 
par des lipases et leur contenu sera relargué dans le lumen des lysosomes et dégradé par des 
protéases. Cette voie permet aussi le transport de récepteur lysosomaux de la membrane 
plasmique vers la membrane lysosomale (Gruenberg and Stenmark, 2004) (Katzmann et al., 
2002) (figure 1).  
 
 
Figure 1 : Illustration de la voie endo-lysosomale. MVB ( Multivesicular Body), Sphères 
vertes : Ubiquitine. Figure adaptée de (Raiborg and Stenmark, 2009). 
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 I.2 La cytokinèse 
 
La cytokinèse est la séparation de deux cellules filles à partir d’une cellule en division. Cet 
évènement se produit à la fin de la mitose lorsque les chromosomes ont été répartis à chaque 
pôle. La première étape est la formation d’un anneau d’actine et de myosine qui contraint la 
membrane plasmique et forme un sillon qui séparera la cellule mère en deux. A ce stade, les 
deux cellules filles sont encore connectées par un pont intercellulaire qui contient des 
faisceaux antiparallèles de microtubules. La région où les faisceaux se chevauchent est 
appelée le corps intermédiaire (Barr and Gruneberg, 2007) (Pollard, 2010). La deuxième étape 
est l’abscission, qui correspond à la fission de la membrane plasmique (figure 2). Elle 
nécessite l’implication des protéines du complexe ESCRT-III, de VPS4, d’Alix, d’IST1 et de 
TSG101 et dure environ 20 minutes pour des cellules humaines (Carlton and Martin-Serrano, 
2007) (Morita et al., 2007a) (Morita et al., 2010) (Agromayor et al., 2009) (Bajorek et al., 
2009a).  
 
Figure 2 : Différentes étape de la cytokinèse. En rouge : Anneau d’actine et myosine, en vert : 
microtubules. Figure adaptée de Guizetti and Gerlich, 2010. 
Durant l’abscission toutes les sous-unités du complexe ESCRT-III, les protéines CHMP 
(charged multivesicular body protein), sont recrutées séquentiellement au pont intercellulaire 
et au corps intermédiaire. Lorsqu’une de ces protéines est délétée, l’abscission est altérée 
(Morita et al., 2010). L’interaction d’Alix et TSG101 avec la protéine impliquée dans la 
cytokinèse : Cep55, permet leur recrutement au corps intermédiaire. Des études de 
microscopie à illumination structurée ont montré qu’Alix et Cep55 se situent au centre du 
corps intermédiaire alors que TSG101 se retrouve de part et d’autre de celui-ci (Elia et al., 
2011). Les protéines CHMP4B, 6 et 2A sont elle aussi recrutées, probablement par TSG101, 
de part et d’autre du corps intermédiaire. Les autres protéines CHMP, notamment CHMP3, 
seront à leur tour recrutées afin de réaliser la scission de la membrane de chaque coté du corps 
intermédiaire (Guizetti et al., 2011). Les deux cellules filles sont alors séparées (Lafaurie-
Janvore et al., 2013). 
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 I.3 L’autophagie 
 
L’autophagie est un mécanisme qui permet initalement d’englober une partie du cytosol d’une 
cellule et de recycler ses composants afin de subvenir, en cas de manque ; aux besoins en 
éléments précurseurs de la biosynthèse (Nakatogawa et al., 2009). Cependant, ce procédé est 
aussi impliqué dans la dégradation de protéines cytosoliques mal repliées, d’organelles 
détériorées ou de pathogènes, dans la régulation de la mort cellulaire et a un rôle important 
dans des maladies comme les cancers ou la neurodégénérescence. En effet, dans le dernier 
cas, si l’autophagie n’est pas fonctionnelle, les protéines mal repliées et les organelles 
détériorées ne sont plus éliminées ce qui peut entrainer des syndromes d’Huntington ou de 
Parkinson (Son et al., 2012) (Lee et al., 2013). Ce mécanisme est initié par le manque de 
nutriments ou des signaux hormonaux et débute par la formation d’une structure pré-
autophagosomale (PAS). Ensuite, une membrane isolante est créée : le phagophore (Hamasaki 
et al., 2013). Celui-ci s’allonge jusqu’à se refermer et engouffrer une partie du cytosol. Cette 
nouvelle structure, appelée autophagosome, fusionnera avec le lysosome afin d’y relarguer 
son contenu qui sera ainsi dégradé (Reggiori and Klionsky, 2002) (figure 3). L’implication 
des protéines ESCRT dans ce système a été découverte plus récemment grâce à des 
observations de microscopie électronique : l’inhibition ou la délétion des membres de cette 
machinerie entraine une accumulation d’autophagosomes (Rusten and Stenmark, 2009) 
(Rusten et al., 2007). Cependant, il n’est pas encore clair si celles-ci ont un rôle direct ou 
indirect. En effet, le système ESCRT pourrait réaliser directement la fermeture du phagophore 
en autophagosome car ce mécanisme a une topologie similaire à la formation des ILV dans la 
voie endo-lysosomale. Mais il est aussi possible qu’en l’absence des ESCRT, les MVB ne 
soient plus formés et que cela impacte indirectement la voie de l’autophagie (Rusten and 
Stenmark, 2009). 
 
Figure 3 : Mécanisme d’autophagie. Figure adaptée de Sarkar et al., 2008. 
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 I.4 Le bourgeonnement viral 
  I.4.1 Mécanisme dépendant du système ESCRT : exemple du VIH  
 
Le VIH (virus de l’immunodéficience humaine), découvert au début des années 80, appartient 
à la famille des rétrovirus et au genre des lentivirus (Barré-Sinoussi et al., 1983). Il possède un 
génome d’ARN simple brin encapsidé avec les enzymes nécessaires à la réplication du virus à 
l’intérieur d’une structure lipoprotéique qui forme le virion. Au sein d’une cellule infectée, le 
bourgeonnement viral, situé à la membrane plasmique, permet le relargage de nouveaux 
virions infectieux (Jouvenet et al., 2006) (Finzi et al., 2007). Ce procédé nécessite des 
protéines virales mais aussi des protéines de la cellule hôte et notamment les protéines de la 
machinerie ESCRT (Gheysen et al., 1989) (Martin-Serrano and Neil, 2011). Revenons tout 
d’abord sur l’ARN génomique. Celui-ci code pour la polyprotéine Gag qui est divisée en 
plusieurs domaines (figure 4) : 
- le domaine matrice ou MA, qui est impliqué dans l’adressage et la liaison de Gag à la 
membrane (Saad et al., 2006) (Perez-Caballero et al., 2004) (Gottlinger et al., 1989) (Zhou et 
al., 1994) 
- le domaine capside ou CA, qui permet l’oligomérisation de Gag et la formation de la capside 
(Briggs et al., 2009) (Wright et al., 2007) 
- le domaine de la nucléoprotéine ou NC, qui incorpore l’ARN dans la capside et contribue à 
la polymérisation de Gag (Muriaux and Darlix, 2010) 
- le domaine p6, qui contient les domaines tardifs chargés de recruter les partenaires de la 
cellule hôte (Morita and Sundquist, 2004) 
- le domaine SP1, qui relie CA et NC et le domaine SP2, qui relie NC et p6 
 
Figure 4 : Polyprotéine Gag représentée sous forme schématique et modélisée grâce aux 
structures connues des différents domaines. MA : matrice, CA : capside, NC : nulcéoprotéine, 
SP : peptide d’espacement. (Dordor et al., 2011) 
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Après l’action successive des domaines MA, CA et NC, p6 recrute des facteurs de la cellule 
hôte afin de terminer le bourgeonnement, c'est-à-dire de réaliser la scission membranaire. Ce 
recrutement se fait via l’interaction entre les domaines tardifs P(T/S)AP ou LYPXnL de p6 et 
respectivement TSG101 ou ALIX (Garrus et al., 2001) (Martin-Serrano et al., 2001) 
(VerPlank et al., 2001) (Martin-Serrano et al., 2003) (Strack et al., 2003) (Vincent et al., 
2003). Il semblerait que TSG101 et ALIX recrutent ensuite directement les protéines du 
complexe ESCRT-III mais ce qui se substitue à ESCRT-II n’a pas encore été déterminé. En 
effet, CHMP6 pourrait être un intermédiaire liant à la fois ESCRT-I et les autres protéines 
d’ESCRT-III mais il a été montré que sa délétion n’empêche pas le virus de bourgeonner 
(Langelier et al., 2006) (Pineda-Molina et al., 2006). Des études d’imagerie de cellules 
vivantes ont montré que CHMP4B, CHMP4C, CHMP1B et VPS4B étaient recrutés au site de 
bourgeonnement de façon transitoire (Jouvenet et al., 2011). D’autres études de déplétion des 
gènes codant pour les protéines CHMP ont permis de démontrer qu’une co-déplétion de 
CHMP2 et CHMP4 ou de CHMP2A et CHMP3 inhibait le bourgeonnement viral mais que la 
déplétion de CHMP3 seule ou CHMP1 n’avait qu’un faible impact et que la déplétion des 
autres protéines CHMP n’avait aucun effet (Morita et al., 2011) (Effantin et al., 2013a). Nous 
pouvons donc conclure de ces différentes études que les protéines CHMP ne sont pas toutes 
recrutées lors de la fission membranaire et du bourgeonnement du VIH et que les membres les 
plus importants, responsables de la fission, sont CHMP4 , CHMP2B et le complexe 
CHMP2A/CHMP3. Un modèle global du bourgeonnement viral nécessitant le système 
ESCRT a pu être construit grâce à toutes ces informations et est représenté dans la figure 5. 
La revue « Essential and supporting host cell factors for HIV-1 budding », publiée en 2011 
dans le journal Future Microbiology par notre groupe (Dordor et al., 2011), regroupe ces 
informations et décrit plus en détail ce processus. 
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Figure 5 : Modèle de bourgeonnement du VIH. (Dordor et al., 2011) 
Beaucoup de virus enveloppés avec un génome d’ ARN simple brin utilisent le système décrit 
précédemment pour former les nouveaux virions et se détacher de la cellule infectée, et 
notamment tous ceux de la famille des rétrovirus comme le VIH (Martin-Serrano and Neil, 
2011) (Morita and Sundquist, 2004). Les familles des Rhabdovirus, des Filovirus, des 
Arenavirus et certains membres de la famille des Paramyxovirus ( Nipah, virus de la rougeole, 
virus respiratoire syncytial), utilisent aussi le système ESCRT pour la fission membranaire et 
le bourgeonnement. Tous recrutent ces protéines grâce à différents domaines tardifs situés sur 
les protéines virales qui interagissent avec les membres de la machinerie ESCRT : TSG101, 
ALIX et l’ubiquitine-ligase Nedd4. Toutefois, certaines de ces interactions n’ont pas encore 
été élucidées (Hartlieb and Weissenhorn, 2006) (Dolnik et al., 2008) (Okumura and Harty, 
2011) (Liu and Harty, 2010). Hormis les virus cités ci-dessus, d’autres ont développé un 
système de fission membranaire et/ou de bourgeonnement indépendant du système ESCRT et 
ces mécanismes sont décrits dans la revue que nous avons publié en 2013 dans le journal 
Current Opinion in Virology intitulée « How to get out : ssRNA enveloped viruses and 
membrane fission » et présentée en annexe.  
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 I.4.2 importance de l’ubiquitine dans ce mécanisme 
 
La présence l’ubiquitine lors du processus de bourgeonnement viral est indéniable. En effet, il 
existe de nombreux liens entre l’ubiquitine, la polyprotéine gag et les protéines du système 
ESCRT : TSG101 et Alix. Tout d’abord la polyprotéine gag du HIV est ubiquitinée dans les 
régions NC et p6 (Ott et al., 1998) (Ott et al., 2000).  De plus, TSG 101 et Alix sont aussi 
ubiquitinées et sont, en plus, capables de lier l’ubiquitine (Pornillos et al., 2002) (Pashkova et 
al., 2013) (Keren-Kaplan et al., 2013). Enfin, Alix peut recruter les ubiquitine-ligases de la 
famille de Nedd4 (Sette et al., 2010) et, en l’absence de domaines tardifs, la surexpression de 
Nedd4-2 permet de rétablir le bourgeonnement viral du VIH (Chung et al., 2008) (Usami et 
al., 2009) (Weiss et al., 2010). De nombreuses études ont soulevé l’importance de l’ubiquitine 
pour le bourgeonnement viral du VIH mais ce n’est que récemment que son rôle direct a été 
confirmé par l’étude de Sette et al. (Strack et al., 2000) (Patnaik et al., 2000) (Zhadina et al., 
2007) (Sette et al., 2013).  
II. Les protéines ESCRT  
 
Comme nous avons pu le constater dans le chapitre précédent, les protéines du système 
ESCRT sont impliquées dans de nombreux processus biologiques. Chez l’homme, les 
complexes ESCRT ont initialement été découverts dans les années 2000 comme étant les 
acteurs du tri des récepteurs membranaires via la voie endo-lysosomale (Katzmann et al., 
2001) (Babst et al., 2002a) (Babst et al., 2002b). Voici une vue d’ensemble de l’état actuel des 
connaissances de la machinerie ESCRT.   
 
II.1 ESCRT-0 
 
Le complexe ESCRT-0 est composé de deux sous-unités : HRS (Hepatocyte growth factor-
regulated tyrosine kinase substrate) et STAM (Signal Transducing Adaptor Molecule). Les 
premières études ont montré qu’en solution ces deux protéines s’assemblent pour former un 
hétérodimère  allongé, d’environ 8 nm de long (Ren et al., 2009a). Par la suite, d’autres études 
ont déterminé que, en présence d’une membrane, HRS et STAM formeraient plutôt un 
hétérotrétramère (Mayers et al., 2011). La structure cristalline du cœur de l’hétérodimère chez 
la levure a été résolue en 2007 (Prag et al., 2007) et une modélisation du complexe entier a été 
réalisée deux années plus tard par recoupement des données obtenues par cristallographie aux 
rayons-X, par des mesures hydrodynamiques et par des simulations Monte Carlo  (Ren et al., 
2009a) (figure 6). La première sous-unité : STAM, contient trois domaines qui lient 
l’ubiquitine, ce sont les domaines VHS (VPS27, HRS et STAM), UIM (Ubiquitin Interacting 
Motif) et SH3 (Src homology 3) (Lange et al., 2012a) (Lange et al., 2011). De plus, cette 
sous-unité est aussi capable de lier l’ubiquitine-hydrolase AMSH (Associated Molecule of the 
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SH3 domain of STAM) et de l’activer notamment via son domaine SH3 (Tanaka et al., 1999) 
(Kim et al., 2006) (McCullough et al., 2006). Toutefois, à ce jour peu d’informations sont 
connues sur cette interaction et cette activation et nous reviendrons sur ces points dans un 
prochain paragraphe. La deuxième sous-unité : HRS, contient elle aussi les domaines VHS et 
DUIM (double-sided UIM) capables de lier l’ubiquitine, mais peut aussi interagir avec la 
clathrine, grâce à un domaine situé du côté C-terminal de la protéine, ainsi qu’avec les lipides 
PI(3)P (phosphatidylinositol 3-phosphate) grâce à son domaine FYVE (Fab1, YOTB, Vac1, 
and EEA1) (Hofmann and Falquet, 2001) (Raiborg et al., 2001). Cette dernière interaction est 
à l’origine du recrutement du complexe ESCRT-0 à la membrane des endosomes (Stahelin et 
al., 2002) (Katzmann et al., 2003). A ce stade, le complexe ESCRT-0 reconnait les 
chargements ubiquitinés et les rassemble en petits groupes. C’est la zone qui sera internalisée 
par la suite. Enfin, ESCRT-0 recrute ESCRT-I via l’interaction entre le motif PSAP, présent 
sur HRS, et le domaine UEV (Ubiquitin E2 variant) de la sous-unité TSG101 d’ESCRT-I 
(Pornillos et al., 2003). La façon dont le complexe ESCRT-0 est détaché de la membrane une 
fois sa mission accomplie n’a pas encore été élucidée. Il se pourrait qu’en se liant à ESCRT-I, 
la conformation de l’hétérodimère soit modifiée ce qui abolirait l’interaction 
membrane/ESCRT-0. Enfin, il est important de noter qu’ESCRT-0 intervient aussi dans le 
recyclage des récepteurs membranaires qui passent par la voie endosomale mais doivent 
retourner à la membrane. En effet, des études ont montré qu’ESCRT-0 dirige par exemple le 
récepteur β2-adrenergic vers cette voie de recyclage (Hanyaloglu et al., 2005). 
 
Figure 6 : Modélisation du complexe ESCRT-0. STAM est représentée en violet et HRS en 
bleu. N : extrémité N-terminale, C : extrémité C-terminale. (Code PDB : 3F1I, (Ren et al., 
2009b)) 
 
 II.2 ESCRT-I 
 
ESCRT-I fut le premier complexe de la machinerie ESCRT caractérisé. Il agit de pair avec 
ESCRT-II et permet la formation d’une vésicule à l’intérieur des endosomes (Wollert and 
Hurley, 2010). Les quatre sous-unités qui appartiennent à ce complexe et forment un 
hétérotétramère sont TSG101, VPS37, VPS28 et MVB12 (Chu et al., 2006) (Curtiss et al., 
2007) (Kostelansky et al., 2007) (Morita et al., 2007b) (Oestreich et al., 2007). La structure du 
cœur du complexe chez la levure Saccharomyces cerevisiae a été déterminée par 
cristallographie au rayons-X. Nous pouvons distinguer trois parties : la tête, la queue et entre 
35 
 
les deux, une longue tige rigide de 13 nm. La tête contient la partie C-terminale de VPS28 qui 
interagit avec le motif NZF de VPS36 d’ESCRT-II et permet son recrutement et la queue 
interagit avec ESCRT-0, l’ubiquitine et Alix, via le domaine UEV de TSG101 (Martin-
Serrano et al., 2003) (Kostelansky et al., 2007) (Teo et al., 2004a). Cette structure est très 
allongée (18 à 25 nm) et très flexible en solution (Gill et al., 2007) (Boura et al., 
2011)(Kostelansky et al., 2007) (figure 7). Chez les mammifères, il existe quatre gènes codant 
pour VPS37 (VSP37 A-D) et trois gènes codant pour MVB12 (MVB12A/B et UBAP1). Il y a 
ainsi 12 potentiels complexes ESCRT-I qui ont des localisations et des fonctions différentes. 
Par exemple le complexe contenant VPS37A, TSG101, VPS28 et UBAP1  intervient dans la 
voie endo-lysosomale mais n’est pas recruté pour le bourgeonnement viral (Stefani et al., 
2011). Enfin, dans la cytokinèse, ESCRT-I est recruté via l’interaction entre TSG101 et la 
protéine impliqué dans la cytokinèse Cep55 et pourrait recruter à son tour ESCRT-III par 
l’intermédiaire d’Alix qui se lie à CHMP4 (Usami et al., 2007) (McCullough et al., 2008). 
 
Figure 7 : Structure cristallographique des protéines au cœur du complexe ESCRT-I. TSG101 
est représentée en vert, VPS37 en violet, VPS28 en bleu et MVB12 en jaune. (Code PDB : 
2P22, (Kostelansky et al., 2007)) 
 
 II.3 ESCRT-II 
 
Comme mentionné précédemment, le complexe ESCRT-II fonctionne avec ESCRT-I afin de 
former une vésicule à l’intérieur des endosomes. Dans la voie endo-lysosomale, ce complexe 
permet aussi de connecter ESCRT-I et ESCRT-III grâce à son interaction avec VPS28 d’une 
part et VPS20 d’autre part (Gill et al., 2007) (Teis et al., 2010) (Teo et al., 2004b). Cependant, 
il n’est pas nécessaire dans d’autres mécanismes comme le bourgeonnement viral (Langelier 
et al., 2006) ou la cytokinèse (Carlton and Martin-Serrano, 2007). Chez la levure comme chez 
les mammifères, ce complexe est composé de quatre sous-unités : VPS22 , VPS36 et deux 
exemplaires de VPS25. Les structures complète chez la levure et partielle chez l’homme ont 
été déterminées par cristallographie aux rayons-X et sont représentées dans la figure 8. Ce 
sont des structures compactes, en forme de Y et le cœur du complexe ESCRT-II chez la 
levure a un rayon hydrodynamique de 5 nm (Im and Hurley, 2008) (Hierro et al., 2004). La 
sous-unité VPS36 est responsable de l’interaction avec les lipides PI(3)P, l’ubiquitine et la 
partie C-terminale de la sous-unité VPS28 d’ESCRT-I, notamment grâce au domaine GLUE 
(GRAM-like ubiquitin-binding in Eap45) et à une hélice-α C-terminale (Alam et al., 2006) 
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(Hirano et al., 2006) (Teo et al., 2004a) (Slagsvold et al., 2005). VPS22, grâce à son hélice α1, 
est aussi capable d’interagir avec des lipides mais de façon moins spécifique. 
 
Figure 8 : Structure du complexe ESCRT-II chez la levure  Saccharomyces cerevisiae et chez 
l’homme. Pour la forme humaine seul le cœur de la protéine a été cristallisé. (codes PDB : 
1U5T et 2ZME, (Hierro et al., 2004) (Im et al., 2008))  
 
 II.4 ESCRT-III 
 
Le complexe ESCRT-III est celui qui comporte le plus de sous-unités : 6 chez la levure et 12 
chez l’homme. Elles sont appelées les protéines CHMP pour « Charged Multivesicular Body 
Protein » et sont numérotées de 1 à 7 mis à part une exception : IST1 (increased sodium 
tolerance-1). Certaines de ces sous-unités ont un rôle actif dans la scission membranaire 
(CHMP4, CHMP2, CHMP3, CHMP6) alors que d’autres sont des régulateurs des premières 
protéines ou de l’AAA ATPase VPS4 (CHMP1, CHMP5, CHMP7, IST1) (Teis et al., 2008) 
(Dimaano et al., 2008) (Nickerson et al., 2010).  Ce sont toutes des molécules très chargées 
qui possèdent une partie N-terminale basique et une partie C-terminale acide (Muzioł et al., 
2006). Lorsque la protéine est monomérique dans le cytosol, ceci permet une interaction entre 
ces deux domaines et entraine une auto-inhibition (Lata et al., 2008a) (Bajorek et al., 2009b). 
Cette auto-inhibition, ou conformation fermée de la protéine, peut être levée grâce à 
l’interaction avec d’autre CHMP. Alors, certaines protéines comme CHMP4, 
CHMP2A/CHMP3 ou CHMP2B s’assemblent sous forme de polymères (Hanson et al., 2008) 
(Bodon et al., 2011) (Ghazi-Tabatabai et al., 2008) (Effantin et al., 2013b). Le modèle du 
mécanisme d’action des protéines d’ESCRT-III actuel est basé sur leur fonctionnement dans 
la voie endo-lysosomale. La machinerie de scission au cœur du complexe ESCRT-III est 
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recrutée séquentiellement à la membrane. D’abord CHMP6 est recrutée par le complexe 
ESCRT-II et se lie à la membrane afin d’encrer toute la machinerie et de créer une courbure 
(Fyfe et al., 2011). Puis elle interagit avec CHMP4 et active sa polymérisation. CHMP4 
formerait alors des filaments et courberait la membrane plasmique (Hanson et al., 2008) (Pires 
et al., 2009). Le nombre de sous-unités impliquées dans chaque polymère est variable et ceci 
leur permet de s’adapter aux différentes tailles de vésicules. Par la suite, CHMP2A/3 ou 
CHMP2B sont recrutées et forment des tubes qui peuvent avoir une extrémité en forme de 
dôme  (Effantin et al., 2013b). Ces polymères permettent de rétrécir le col de la vésicule et 
une scission spontanée pourra avoir lieu (Lata et al., 2008b) (Fabrikant et al., 2009) (Peel et 
al., 2011) (Guizetti and Gerlich, 2012). Enfin, l’AAA ATPase VPS4 (Vacuolar Protein 
Sorting) sera recrutée ce qui amorcera le désassemblage et le recyclage des sous-unités 
ESCRT-III (Wollert et al., 2009) (Saksena et al., 2009). Il est aussi possible que ce soit grâce 
à l’action de désassemblage des CHMP par VSP4 que l’énergie nécessaire à la fission 
membranaire soit apportée. Tout au long de ce processus, les protéines CHMP interagissent 
avec différents partenaires : soit entre elles grâce à leurs régions acides et basiques, soit avec 
des protéines associées au système ESCRT grâce à une interaction entre les domaines MIM 
(MIT interacting motif) des CHMP et MIT (microtubule interacting and transport) des 
partenaires. Nous reviendrons sur ces interactions dans le paragraphe 1-2-6. 
 
 II.5 VPS4 
 
VPS4 (Vacuole sorting protein 4) est le dernier acteur de la machinerie ESCRT. Ce 
dodécamère, composé de deux anneaux hexamèriques empilés de façon décalée, est présent 
en deux formes chez l’homme : VSP4A et VPS4B (figure 9). Cette enzyme est recrutée à la 
membrane grâce à l’interaction de son domaine MIT avec le domaine MIM des protéines 
CHMP et notamment CHMP2 (Kieffer et al., 2008) (Obita et al., 2007) (Stuchell-Brereton et 
al., 2007). Cette AAA ATPase désassemble les sous-unités du complexe ESCRT-III grâce à 
l’énergie apportée par l’hydrolyse de l’ATP en ADP. Les polymères de CHMP seraient ainsi 
insérés dans le pore central des deux anneaux et changeraient de conformation ce qui induirait 
leur dépolymérisation. De plus, la protéine LIP5 qui interagit avec VSP4, stabilise le 
dodécamère et stimule son activité (Azmi et al., 2006) (Shim et al., 2008). 
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Figure 9 : Représentation en ruban de la structure des domaines MIT et AAA ATPase de 
VSP4. (Code PDB : Domaine MIT : 2JQK, Domaine AAA ATPase : 2QPA) 
 
 II.6 Les interactions des domaines MIT/MIM 
 
Beaucoup des interactions entre les protéines CHMP et leur partenaires sont réalisées grâce à 
leurs domaines MIT/MIM.  Certaines ont été étudiées en détail et le tableau 1 reprend toutes 
les interactions MIT/MIM connues pour les protéines du complexe ESCRT-III et indique 
leurs références. Cependant, malgré l’implication de domaines similaires, ces interactions ne 
sont pas toutes identiques. En effet, les résidus mis en jeu ainsi que la force de l’interaction 
varient d’un complexe à l’autre. Ceci est dû au fait qu’un domaine MIT contient trois hélices-
α rassemblées en faisceau avec lequel les domaines MIM interagissent. Ces derniers peuvent 
alors contacter n’importe quel résidu d’une des hélices-α et former différentes surfaces 
d’interaction. Ainsi, le complexe AMSH/CHMP3 interagit de façon très forte et a une 
constante d’affinité de 63 nM (Solomons et al., 2011) alors que le complexe VPS4/CHMP1B 
est beaucoup plus faible avec une constante d’affinité de 29 μM (Stuchell- Brereton et al., 
2007). 
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Tableau 1 : Récapitulatif des protéines impliquées dans le système ESCRT contenant un 
domaine MIT et leur partenaire au sein du complexe ESCRT-III. 
 
 II.7 Alix 
 
Alix (ALG-2 interacting protein) fut tout d’abord découverte en 1999 comme une nouvelle 
protéine interagissant avec ALG-2 (Apoptosis-linked gene 2 protein) et ce n’est qu’à partir de  
2003 que le lien entre cette protéine et le bourgeonnement viral, puis le système ESCRT, a été 
élucidé (Missotten et al., 1999) (Strack et al., 2003). Cette protéine est composée de trois 
domaines : le domaine Bro1, situé à l’extrémité N-terminale, interagit avec CHMP4 et la 
nucléoprotéine du VIH-1 (figure 10) (Katoh et al., 2003) (McCullough et al., 2008) (Popov et 
al., 2008), le domaine V, au centre, permet la dimérisation ainsi que l’interaction avec le 
domaine tardif YP(Xn)L du VIH-1 (Pires et al., 2009) (Martin-Serrano et al., 2003) (Strack et 
al., 2003) et enfin, la partie C-terminale, qui comporte une région riche en proline et qui est à 
l’origine de l’interaction avec TSG101 et Cep55 (Morita et al., 2007a).  
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Figure 10 : Structure du domaine Bro1 d’Alix en complexe avec CHMP4B. Violet : Alix, 
bleu : peptide CHMP4B, N : extrémité N-terminale, C : extrémité C-terminale. (Code PDB : 
3C3Q, (McCullough et al., 2008)) 
 
 II.8 Implication dans les mécanismes cellulaires 
 
Les mécanismes que nous avons abordés dans la première partie de cette introduction ne 
nécessitent pas tous l’implication des mêmes protéines ESCRT. En effet, il semblerait que la 
voie endo-lysosomale implique tous les membres de chaque complexe alors que le 
bourgeonnement viral par exemple, n’utilise pas le complexe ESCRT-II. La figure 11 
récapitule les mécanismes dans lesquels les complexes ESCRT interviennent (Henne et al., 
2011) (Morita et al., 2010) (Morita et al., 2011). 
 
Figure 11 : (Légende page suivante ) 
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Implication des protéines ESCRT dans les différents mécanismes cellulaires. A) 
Représentation schématique de la voie endo-lysosomale, l’autophagie, le bourgeonnement 
viral et la cytokinèse (Hurley and Hanson, 2010). B) Tableau récapitulatif de la présence ou 
non des protéines ESCRT. Vert : impliqué dans ce mécanisme, Bleu : substitué par un autre 
élément, Blanc : non impliqué et pas de substitution connue 
 
III. L’ubiquitine et ses enzymes associées 
 
 III.1 L’ubiquitine 
 
L’ubiquitine est une protéine de 76 acides aminés impliquée dans de multiples voies 
cellulaires. En effet, cette protéine peut être attachée le plus souvent de façon covalente sur les 
lysines d’un substrat et ainsi le diriger vers les différentes voies de dégradation cellulaires 
mais elle est aussi engagée dans les mécanismes de réparation de l’ADN, de trafic cellulaire, 
de réponse immunitaire innée, de remodelage de la chromatine…(Chen and Qiu, 2013) 
(Pinder et al., 2013) (Wickliffe et al., 2009) (Urbé et al., 2006). La liaison entre l’ubiquitine et 
le substrat est une liaison isopeptidique formée par l’action de trois enzymes : une enzyme 
activatrice de l’ubiquitine (E1), une enzyme conjugante (E2) et une ubiquitine-ligase (E3) 
(Pickart and Eddins, 2004). Tout d’abord, l’enzyme E1 active l'ubiquitine de façon 
dépendante de l’ATP en formant une liaison thiol-ester entre la glycine C-terminale de 
l'ubiquitine et le groupement thiol d'une cystéine de l’E1. Ensuite, cette ubiquitine activée est 
transférée sur l’enzyme E2 formant un complexe E2-ubiquitine thiol-ester puis, l’enzyme E3 
(cas de la famille HECT) transférera à son tour l’ubiquitine de l’enzyme E2 vers le substrat en 
formant une liaison isopeptidique entre la glycine C-terminale de l'ubiquitine et le groupement 
amine de la chaîne latérale d’une lysine du substrat. Dans la majorité des cas (enzymes E3 à 
domaine RING), l’enzyme E2 transfert l’ubiquitine au substrat, l’E3 ne servant qu’à la 
reconnaissance du substrat. Cette liaison peut être rompue par l’action d’une ubiquitine-
hydrolase ou dé-ubiquitinase (DUB) (figure 12).  
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Figure 12 : Fonctionnement des enzymes E1, E2, E3. Ub : Ubiquitine, E1 : enzyme 
activatrice, E2 : Enzyme conjugante, E3 : ubiquitine-ligase. (Di Fiore et al., 2003) 
En ce qui concerne sa structure, l’ubiquitine est une protéine compacte qui comporte un 
feuillet β à 5 brins antiparallèles qui surplombe une hélice-α (figure 13). Sa surface est 
globalement polaire sauf à l‘extrémité C-terminale du feuillet β où nous retrouvons une région 
hydrophobe formée par les acides aminés Leucine 8, Isoleucine 44 et Valine 70 (Vijay-Kumar 
et al., 1987).  
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Figure 13 : Monomère d’ubiquitine. N : extrémité N-terminale, C : extrémité C-terminale. Les 
lysines sont colorées en violet clair. (Code PDB : 1UBQ, (Vijay-Kumar et al., 1987)) 
Ce monomère, dont le stock cellulaire est maintenu grâce à l’action de d é-ubiquitinases qui 
clivent des protéines précurseurs, est en fait la première brique nécessaire à la formation des 
chaînes polyubiquitine qui apporteront une plus grande spécificité et seront impliquées dans 
des phénomènes distincts. 
 
 III.2 Les chaines de polyubiquitine 
 
Les sept lysines présentes dans le monomère d’ubiquitine peuvent servir de base à 
l’attachement d’une autre molécule d’ubiquitine ce qui formera des chaînes polyubiquitine. 
Les différentes chaînes sont dénommées selon la lysine qui lie les monomères. Il est donc 
possible de former des chaînes polyubiquitine K6, K11, K27, K29, K33, K48, K63 ou 
linéaires, lorsque les monomères sont reliés par leurs extrémités N-terminale et C-terminale. 
Chacun des ces polymères existe chez les eucaryotes (Xu et al., 2009) (Ye and Rape, 2009) et 
a un rôle dans un ou plusieurs processus cellulaires (figure 14) (Husnjak and Dikic, 2012). 
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Figure 14 : Formation des chaînes de polyubiquitine. A) Différents types d’ubiquitination et 
de chaînes de polyubiquitine et leur implication dans les mécanismes cellulaire (Husnjak and 
Dikic, 2012). B) Di-ubiquitine liée K63. Ub : Ubiquitine, ERAD : dégradation associées au 
réticulum endoplasmique. (Code PDB : 3H7P) 
Certaines protéines de membrane plasmique, dégradées via la voie endo-lysosomale sont 
modifiées par les chaînes K63. Ce signal joue un rôle dans l’internalisation de certaines 
protéines et est important pour le ciblage des récepteurs, canaux ou transporteurs vers les 
zones invaginées des corps multivésiculaires. Il entraine le recrutement du premier complexe 
de la machinerie ESCRT : ESCRT-0. Ce dernier, ainsi qu’ESCRT-I et ESCRT-II contiennent 
de nombreux domaines de liaison à l’ubiquitine appelés UBD (Ubiquitin Binding Domain) ce 
qui leur permet de prendre en charge les chargements à dégrader (tableau 2) (Husnjak and 
Dikic, 2012). Ceci est particulièrement vrai pour l’hétérotétramère HRS/STAM qui est 
capable de lier plusieurs ubiquitines en même temps (Mayers et al., 2011) (Lange et al., 
2012a). 
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Tableau 2 : Domaines interagissant avec l’ubiquitine au sein du système ESCRT. VHS : 
Vps27, HRS and STAM, (D)UIM : (double-sided) ubiquitin-interacting motif, GAT : GGA 
and TOM, SH3 : SRC homology 3, UEV : ubiquitine E2 variant, GLUE : GRAM-like 
ubiquitine-binding in EAP45, NZF : Npl4-type zinc finger. 
 
 III.3 Les ubiquitine-ligases  
 
Il existe deux grandes familles d’ubiquitine-ligases E3 : les E3 à domaine HECT et les E3 à 
domaine RING. Chez les mammifères, on dénombre dans le génome plus de 600 potentielles 
E3 dont seulement 30 appartiendraient à la famille des E3 à domaine HECT. La spécificité 
pour un substrat est due à sa reconnaissance par la combinaison E2/E3 ou uniquement par une 
E3 . En ce qui concerne les protéines membranaires transitant via la voie endo-lysosomale, il 
semblerait que deux ubiquitine-ligases agissent plus particulièrement : Nedd4 et Cbl (Metzger 
et al., 2012) (Hurley and Stenmark, 2011).  
Nedd4-2, qui appartient à la famille des E3 à domaine HECT, est notamment impliquée dans 
l’attachement d’une molécule d’ubiquitine sur le canal sodium épithélial (ENaC) 
(Debonneville and Staub, 2004). Dans ce cas, le domaine catalytique HECT de Nedd4-2 
interagit avec l’E2 grâce à sa partie N-terminale, aussi appelée lobe N-terminal, et l’ubiquitine 
est transférée de l’E2 vers l’E3 en formant un intermédiaire thiol-ester grâce à la cystéine du 
site actif présent à l’extrémité C-terminale de l’E3 (Lobe C-ter) (figure 15) (Kamadurai et al., 
2009). L’ubiquitine-ligase transfert ensuite l’ubiquitine sur l’ENaC, l’intéraction mettant en 
jeu les domaines WW de Nedd4 et des motifs PPxY sur les sous-unités de ENaC. Ce signal 
sera reconnu par ESCRT-0 et le canal ionique sera dégradé via la voie endo-lysosomale. Les 
autres domaines de Nedd4-2 consistent en un domaine C2 en N-ter, qui lie le calcium et 
interagit avec la membrane, et quatre domaines WW qui interagissent avec les motifs PPXY 
ou PPPNYDSL d’ENaC (Fotia et al., 2003) (Lott et al., 2002) (Snyder et al., 2001). 
c-Cbl est une autre ubiquitine-ligase marquant les récepteurs membranaires pour les diriger 
vers la voie endo-lysosomale et plus particulièrement le récepteur au facteur de croissance 
épidermique (EGFR) (Levkowitz et al., 1998). En partant de l’extrémité N-ter vers l’extrémité 
C-ter cette E3 possède : un domaine de liaison à la tyrosine kinase (domaine TKB), un 
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domaine RING, qui est le domaine ubiquitine-ligase, un domaine riche en proline, une région 
non structurée et riche en serines et thréonines et un domaine UBA (ubiquitin associated 
domain). Cette ubiquitine-ligase ne forme pas de liaison covalente avec l’ubiquitine et est 
juste un adaptateur entre l’E2 et l’ubiquitine pour que l’enzyme conjugante puisse attacher la 
molécule au substrat. Le domaine RING est formé par des résidus cystéines et histidines qui 
sont placés à intervalle régulier et coordonnés par deux ions de zinc, ce qui forme une 
structure en croisillon et facilite le transfert de l’ubiquitine (figure 15) (Lorick et al., 1999) 
(Zheng et al., 2000).  
 
Figure 15 : Exemples d’ubiquitine-liages E3 à domaine HECT et à domaine RING. Panneau 
de gauche : Structure et représentation schématique du domaine HECT Nedd4-L en complexe 
avec l’E2 UBCH5B et l’ubiquitine. Panneau de droite : Structure et représentation 
schématique du domaine RING de Cbl en complexe avec l’E2 UBCH7. Figure adaptée de 
J.Cell Sci. (2012) 125, 529-535 
L’action de ces ubiquitine-ligases est opposée à celle des ubiquitines-hydrolases qui ont elles 
aussi un rôle primordial au sein des processus cellulaires et que nous aborderons plus en détail 
dans le chapitre suivant. 
 
 III.4 Les ubiquitine-hydrolases  
  III.4.1 Informations générales 
 
D’après l’étude de Nijman et al. en 2005, il existerait environ 100 ubiquitine-hydrolases, aussi 
appelées DUB (dé-ubiquitinases), codées au sein du génome humain (Nijman et al., 2005). 
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Une grande partie de ces DUB sont actives et hydrolysent la liaison isopeptidique qui relie 
l’ubiquitine à un substrat et les DUB appartenant à l’autre partie, inactives, auraient un rôle 
d’armature. Ces ubiquitine-hydrolases sont organisées en 5 familles : les USP (ubiquitin-
specific proteases), les UCH (ubiquitin C-terminal hydrolases), les OTU (ovarian tumour 
proteases), les Josephins et les métalloprotéases dépendantes du zinc à domaine JAMM 
(Komander et al., 2009). Les 4 premières familles sont des protéases à cystéine et ont un 
mécanisme commun, alors que la dernière famille à son propre fonctionnement.  
Les protéases à cystéine ont un site actif composé d’une diade ou triade de résidus (histidine, 
cystéine et éventuellement asparagine ou acide aspartique) qui réalisent l’hydrolyse de liaison 
isopeptidique : la chaine latérale de l’histidine diminue le pka de la cystéine catalytique ce qui 
permet une attaque nucléophile de la liaison. Le troisième acide aminé permet d’aligner et de 
polariser l’histidine mais n’est pas présent dans toutes les protéases à cystéine. L’organisation 
de ce site actif et son accessibilité sont différentes selon les DUB (Komander et al., 2009) . 
Le domaine USP des membres de la famille éponyme contient trois sous-domaines appelés 
« paume, pouce et doigts » en référence à sa structure en forme de main. Le site catalytique 
est à l’interface entre la paume et le pouce et les doigts permettent d’entrer en contact avec 
l’ubiquitine distale (figure 16). Pour certaines USP, il existe une forme active et une forme 
inactive de l’enzyme et des changements conformationnels permettent l’activation lors de la 
liaison à l’ubiquitine (Hu et al., 2002). 
 
Figure 16 : Structure du domaine USP de l’enzyme USP21. (Code PDB : 2Y5B) En violet : le 
sous-domaine des doigts. Bleu cyan : sous-domaine de la paume. Bleu foncé : sous-domaine 
du pouce. Orange : Histidine, Cystéine et Asparagine catalytiques. 
Le domaine OTU peut lui aussi adopter une conformation active ou inactive lorsque la 
cystéine et l’histidine catalytiques ne sont pas alignées. Il existe trois sous-catégories de 
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domaines OTU qui ont divergé au cours de l’évolution : les Otubains, les A-20 like OTU et 
les OTU. Les Otubains et les A-20 like OTU comportent des insertions supplémentaires par 
rapport au domaine OTU (figure 17). Leur mécanisme d’hydrolyse reste similaire mais leurs 
liaisons à l’ubiquitine diffèrent (Komander and Barford, 2008) (Nanao et al., 2004) (Messick 
et al., 2008). 
 
Figure 17 : Structures des différents domaines OTU. A) Famille des OTU : Domaine OTU 
d’OTU1 (Code PDB : 3BY4). B) Famille des A-20 like OTU : Domaine OTU d’A20 (Code 
PDB : 2VFJ). C) Famille des Otubains : Domaine OTU d’OTUB2 (Code PDB : 1TFF). Bleu : 
cœur du domaine OTU. Violet : Insertions par rapport à la famille OTU. 
Enfin, en ce qui concerne les deux dernières familles, les domaines UCH se différencient par 
leur boucle flexible qui cache le site actif et permet la sélection des substrats de petite taille et 
les domaines Josephins contiennent eux aussi une hélice-α qui régule l’accès au site actif ainsi 
qu’une région polyglutamine qui, lorsqu’elle est étirée, est la cause de la maladie 
neurodégénérative de Machado-Joseph (Johnston et al., 1997) (Costa and Paulson, 2012). 
Le mécanisme d’action des ubiquitines hydrolases à domaine JAMM a été étudié plus 
particulièrement pour les ubiquitine-hydrolases AMSH-LP et AMSH et sera donc expliqué 
dans le paragraphe les concernant. 
Plusieurs travaux ont montré que les DUB ont de nombreuses fonctions et sont impliquées 
dans des voies cellulaires très variées. Parmi celles-ci nous retrouvons : la signalisation 
cellulaire, avec notamment un rôle dans la voie NF-κB, la régulation de la transcription, la 
modification des histones, la réparation de l’ADN, la formation de la réserve d’ubiquitine 
libre mais aussi le contrôle qualité des protéines ainsi que leur dégradation via la voie endo-
lysosomale (Reyes-Turcu et al., 2009) (Clague et al., 2012). L’omniprésence de ces enzymes 
au sein de la cellule implique la nécessité d’une forte régulation. Celle-ci peut être effectuée 
par trois moyens : 
- Des modifications post-traductionnelles comme la phosphorylation, l’ubiquitination 
ou la sumoylation qui active ou inactive l’enzyme (Hunter, 2007) (Meulmeester et al., 
2008) 
- Des interactions avec des partenaires qui peuvent inhiber l’activité enzymatique de 
l’ubiquitine-hydrolase ou au contraire l’activer (Kim et al., 2006) (McCullough et al., 
2006) 
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- Une localisation cellulaire spécifique et nécessaire au fonctionnement de l’enzyme  
Ces trois types de régulation peuvent aussi être combinés. A cela s’ajoute le fait que les dé-
ubiquitinases sont spécifiques d’un ou plusieurs substrats grâce à l’architecture de leur site 
actif, comme par exemple AMSH qui est spécifique des chaînes d’ubiquitine liées par leur 
lysine 63. 
  III.4.2 Les ubiquitine-hydrolases impliquées dans les mécanismes en 
relation avec le système ESCRT 
 
   III.4.2.1 AMSH 
 
Domaines et partenaires 
AMSH, qui signifie « Molécule associée au domaine SH3 de STAM » (Associated molecule 
of the SH3 (SRC Homology 3 Domain) domain of STAM), a été découverte en 1999 par une 
équipe japonaise (Tanaka et al., 1999). Elle possède 5 régions qui lui permettent d’interagir 
avec d’autres protéines, de se localiser à différents endroits de la cellule ou d’avoir une 
activité enzymatique d’ubiquitine-hydrolase. Tout d’abord, l’extrémité N-terminale, est 
composée de 5 hélices-α qui se rassemblent en une structure allongée de 90Å de long. Les 
hélices-α 2, 3 et 4-5 forment un faisceau que l’on retrouve aussi dans VPS4 et qui est 
caractéristique d’un domaine MIT (figure 18). Ce domaine permet l’interaction avec les 
protéines CHMP1A, 1B, 2A et CHMP3 (Ma et al., 2007) (Row et al., 2007) (Tsang et al., 
2006) (Zamborlini et al., 2006) (Agromayor and Martin-Serrano, 2006) (Solomons et al., 
2011). Ensuite, AMSH possède une séquence de localisation nucléaire puis un domaine de 
liaison à la clathrine (CB). Ce dernier est à l’origine de l’interaction entre AMSH et la partie 
terminale de la chaine lourde de la clathrine et cette liaison permet le recrutement d’AMSH à 
la membrane endosomale (Nakamura et al., 2006a). L’élément suivant est un motif RXXK 
situé dans la boucle flexible et centrale d’AMSH. Ce motif permet l’interaction avec le 
domaine SH3 de STAM1 et STAM2 (Sierra et al., 2010). Enfin, l’extrémité C-terminale est 
dotée d’un domaine JAMM qui est le cœur catalytique de cette enzyme et qui hydrolyse 
spécifiquement les liaisons isopeptidiques des ubiquitines liées par leur lysine K63 (Urbé et 
al., 2006) (Kim et al., 2006) (McCullough et al., 2006). Ce domaine est replié en une structure 
classique de domaine JAMM, avec un feuillet-β et un tonneau-β qui se mêlent et deux hélices-
α qui les entourent (une dessus et une dessous) (figure 18). Deux insertions, caractéristiques 
d’AMSH, sont retrouvées entre les résidus 302 à 327 et 381 à 403 (Davies et al., 2011). 
Lorsque l’enzyme est rendue inactive par la mutation de résidus dans son site actif, il est 
possible d’observer l’enzyme liée à l’ubiquitine (McCullough et al., 2004) ce qui n’est pas le 
cas sans cette inactivation (Kim et al., 2006). 
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Figure 18 : Représentation schématique et structure d’AMSH. Bleu cyan : MIT : microtubule 
interacting and transport, NLS : séquence de localisation nucléaire, CB : Domaine de liaison à 
la clathrine, Violet : JAMM : Jab1/Mov34/Mpr1 Pad1 N-terminal+ (MPN+), les deux ions 
zinc sont représentés par des billes bleues et les résidus du site actif sont représentés en 
orange. (Codes PBD : AMSH N-ter : 2XZE AMSH C-ter : 3RZU) 
Fonctionnement, spécificité et régulation  
Le fonctionnement des dé-ubiquitinases à domaine JAMM a d’abord été découvert pour 
AMSH-LP puis confirmé pour AMSH. En effet, les résidus catalytiques qui sont l’histidine 
335, l’histidine 337, l’acide aspartique 348, l’acide glutamique 280 relié à une molécule d’eau 
et la sérine 345 pour AMSH sont conservés dans AMSH-LP. Ces résidus coordonnent un ion 
de zinc qui activera une molécule d’eau ce qui permettra l’attaque de la liaison isopeptidique 
(figure 19) (Sato et al., 2008) (Davies et al., 2011). 
 
Figure 19 : Mécanisme de clivage de la liaison isopeptidique des chaînes d’ubiquitine liées 
par leur lysine K63 par AMSH et AMSH-LP. Ub : ubiquitine (Figure adaptée de Sato et al., 
2008) 
Le deuxième ion de zinc présent dans le domaine JAMM est coordonné par quatre résidus de 
l’insertion 2 et a un rôle structural. Il est important de noter que dans la structure de Davies et 
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al., le domaine catalytique d’AMSH est dans une conformation fermée et que les résidus 
Asp309 et Phe395 sont en contact et barrent ainsi l’accès au site actif. Il est donc possible 
qu’en se liant la polyubiquitine déplace ces résidus. 
Enfin, il n’existe pas de structure d’AMSH en complexe avec l’ubiquitine mais la 
modélisation de cette interaction grâce à la superposition de la structure d’AMSH-LP liée à la 
di-ubiquitine K63 a permis d’obtenir plus d’informations à ce sujet. Il semblerait que 
l’ubiquitine proximale interagisse avec les résidus Phe 343, Phe 395 et Thr 341 d’AMSH via 
la glutamine 62 et l’acide glutamique 64 de façon similaire à ce qui est observé pour AMSH-
LP. En ce qui concerne l’ubiquitine distale, le schéma d’interaction précis n’a pas pu être 
déterminé car les résidus impliqués dans cette interaction pour AMSH-LP ne sont pas 
conservés dans AMSH (Davies et al., 2011). 
La régulation d’AMSH nécessite une combinaison des trois mécanismes cités précédemment. 
En effet, AMSH est elle-même ubiquitinée par le complexe RNF11/Smurf2 ce qui entraine sa 
dégradation par le protéasome 26S (Li and Seth, 2004). De plus, AMSH est majoritairement 
cytosolique ou nucléaire et n’est active que lorsqu’elle est recrutée à la membrane des 
endosomes ou à la membrane plasmique. Enfin, cette activation nécessite l’interaction avec la 
sous-unité STAM du complexe ESRT-0 et notamment le domaine SH3 mais le mécanisme de 
cette activation n’est pas encore connu (Kim et al., 2006) (McCullough et al., 2006). 
Implication et rôle dans la voie endo-lysosomale 
De par ces interactions avec les différentes protéines des complexes ESCRT, nous savons 
qu’AMSH est une des dé-ubiquitinases associées à cette machinerie dans la voie endo-
lysosomale cependant son rôle reste à préciser. En effet, certaines publications montrent une 
augmentation de la dégradation d’EGFR quand AMSH est délétée alors que d’autre ont 
observé le phénomène inverse (McCullough et al., 2004) (Ma et al., 2007) (Meijer et al., 
2012). De plus, cette enzyme intervient aussi dans la régulation de plusieurs récepteurs 
membranaires : le récepteur au calcium (CaR) (Reyes-Ibarra et al., 2007), les récepteurs 
couplés aux protéines G (Hislop et al., 2009) (Hasdemir et al., 2009) et le récepteur aux 
chémokines CXCR4 (Sierra et al., 2010). Enfin, la délétion d’AMSH ou des mutations au sein 
de sa séquence entrainent une accumulation de protéines ubiquitinées dans le système nerveux 
central qui sont à l’origine de maladies neurodégénératives (Suzuki et al., 2011) (McDonell et 
al., 2013). Cette protéine est donc profondément impliquée dans le système de dégradation 
des récepteurs membranaires via la voie endo-lysosomale mais son rôle exact reste méconnu. 
 
Présence dans les autres mécanismes liés à la machinerie ESCRT 
Il a été montré qu’une forme d’AMSH liée à une étiquette GFP à son extrémité N-terminale et 
co-exprimée avec CHMP3 dans des cellules 293T co-transfectées avec de l’ADN viral du 
VIH empêche le relargage des virions (Zamborlini et al., 2006). Cet effet n’est pas observé 
quand GFP-AMSH est exprimée seule dans ces mêmes cellules. Cette enzyme aurait donc un 
rôle de régulation de CHMP3 lors du bourgeonnement viral. Aussi, la déplétion d’AMSH 
bloque la cytokinèse et l’ubiquitine-hydrolase a été observée sur le site de division cellulaire 
au même endroit que les protéines CHMP (voir paragraphe I-1-2) (Mukai et al., 2008). Enfin, 
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une étude récente sur AMSH-1, appartenant à Arabidopsis thaliana, a montré que cette 
enzyme est aussi nécessaire dans l’autophagie chez les plantes (Katsiarimpa et al., 2013). 
AMSH a donc une place très importante au sein de la voie endo-lysosomale mais aussi dans 
les autres mécanismes de scission membranaire dans lesquels les protéines ESCRT sont 
impliquées. Une plus grande compréhension de son mécanisme de régulation et de sa fonction 
précise apporterait de nouvelles informations concernant le fonctionnement global de ces 
processus cellulaires. 
   III.4.2.2 AMSH-LP 
 
AMSH-like protein, ou AMSH-LP, a été découverte en 2003 lors de travaux portant sur le 
signalisation cellulaire initié par IL-2, réalisés par Kikuchi et al (Kikuchi et al., 2003). Ayant 
une séquence primaire très proche de celle d’AMSH (figure 20), elle contient aussi le signal 
de localisation nucléaire et le domaine catalytique JAMM qui hydrolyse spécifiquement les 
chaînes d’ubiquitine liées par leur lysine K63 (Nakamura et al., 2006b). Cependant, AMSH-
LP n’est pas capable de lier STAM et aucune interaction avec les protéines CHMP n’a été 
observée à ce jour. Comme nous l’avons expliquer précédemment, AMSH-LP fonctionne de 
la même façon qu’AMSH et c’est grâce à la structure de son domaine catalytique que ce 
mécanisme a pu être dévoilé (Sato et al., 2008). 
 
Figure 20 : Alignement des séquences primaires d’AMSH et AMSH-LP. Dessus : AMSH, 
Dessous : AMSH-LP. Boîte rouge : résidus conservés, Lettre rouge : résidus de même type. 
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   III.4.2.3 UBPY 
 
Domaines et partenaires 
UBPY est composée de quatre domaines : un domaine MIT, situé à l’extrémité N-terminale, 
suivi d’un domaine homologue à la rhodanèse (RD), puis d’une région intermédiaire qui relie 
le domaine catalytique à l’extrémité C-terminale. Malgré leurs séquences primaires très 
différentes, le domaine MIT d’UBPY est similaire à celui d’AMSH et seule l’hélice-α1 est 
détachée des autres hélices ce qui forme une interface de dimérisation (figure 21) (Solomons 
et al., 2011) (Kaneko et al., 2003) cependant il n’a pas encore été démontré si cette 
dimérisation est nécessaire à l’activité d’UBPY in vivo. Ce domaine MIT est aussi capable 
d’interagir avec les protéines CHMP du complexe ESCRT-III et plus particulièrement 
CHMP1A, 1B, 4C et 7 mais aucune mesure d’affinité d’interaction entre ces protéines n’a été 
publiée à ce jour (Row et al., 2007) (Avvakumov et al., 2006). Les partenaires ESCRT-III 
d’UBPY et AMSH ne sont donc pas tous les mêmes et cela pourrait signifier que les 
interfaces d’interaction de leurs deux domaines MIT sont différentes. Le domaine homologue 
à la rhodanèse présent chez UBPY est un domaine inactif qui permet l’interaction entre 
protéines et notamment avec l’ubiquitine-ligase Nrdp1 (Avvakumov et al., 2006). Cette 
dernière entre aussi en contact avec le domaine catalytique d’UBPY ce qui entraine sa dé-
ubiquitination. Enfin, la séquence primaire d’UBPY comporte trois motifs RXXK qui sont 
nécessaires à l’interaction avec la sous-unité STAM d’ESCRT-0 (Berry et al., 2002) (Kaneko 
et al., 2003) (Kato et al., 2000). C’est une interaction de faible affinité qui est de l’ordre d’une 
dizaine de µM (Berlin et al., 2010). 
 
Figure 21 : Représentation schématique et structure des domaines d’UBPY. MIT : 
microtubule interacting and transport USP : Ubiquitin-specific processing proteases. RXXK : 
motif de liaison à STAM. (Code PDB : domaine MIT : 2A9U, Domaine rhodanèse : 1WHB, 
domaine USP : 2GFO). 
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Fonctionnement, spécificité et régulation 
Le domaine catalytique d’UBPY est un domaine USP et adopte la même organisation que les 
autres membres de la famille USP (figure 16). La triade histidine-cystéine-asparagine est aussi 
située à l’interface entre le pouce et la paume et catalyse la réaction d’hydrolyse des liaisons 
isopeptidiques des chaînes liées par leur lysine K48 ou K63. Cette activité est dépendante de 
la liaison entre l’enzyme et la sous-unité STAM (Berlin et al., 2010) 
Implication et rôle dans la voie endo-lysosomale 
Les interactions entre UBPY et les protéines du système ESCRT montrent que cette enzyme a 
un rôle important dans la voie de dégradation des récepteurs membranaires. En effet, des 
études ont confirmé qu’UBPY agit directement sur la régulation négative des récepteurs à la 
tyrosine-kinase (ErbB3), à l’EGF (EGRF) et à l’HGF (HGFR) qui sont tous dégradés via la 
voie endo-lysosomale (Alwan and van Leeuwen, 2007) (Row et al., 2006). De plus, le blocage 
de l’expression d’UBPY entraine une diminution de la prolifération cellulaire et est létale 
pour des embryons de souris (Niendrof et al., 2007). Ceci souligne l’importance d’UBPY au 
sein de la cellule et indique que son rôle principal serait de dé-ubiquitiner les chargements qui 
entrent dans la voie endo-lysosomale. 
Présence dans les autres mécanismes liés à la machinerie ESCRT 
Il est important de noter qu’UBPY a aussi été observé lors de la cytokinèse (Mukai et al., 
2008). Cependant, son action lors du bourgeonnement viral et de l’autophagie reste à 
démontrer. 
 
 IV. But et objectifs de la thèse 
 
Le but général de ma thèse était d’étudier la régulation structurale de l’activité enzymatique 
de l’ubiquitine hydrolase AMSH. 
Pour cela j’ai travaillé selon trois axes :  
- L’étude de l’interaction entre AMSH et ses partenaires CHMP du système ESCRT-III :  
Juliana Solomons avait auparavant cristallisé le complexe AMSH N-ter/ CHMP3 C-ter et 
mesuré son affinité d’interaction. J’ai poursuivi ce travail en confirmant par co-précipitation 
les résidus impliqués dans l’interaction de ce complexe et en mesurant l’affinité d’autres 
complexes entre AMSH et les protéines CHMP. 
- La caractérisation structurale d’AMSH par des techniques biophysiques : cristallisation et 
diffusion de rayons X aux petits angles :  
Au début de mon travail de thèse, seules les structures d’AMSH N-ter et de la partie C-
terminale d’AMSH-LP étaient connues. J’ai donc concentré mes efforts sur l’amélioration du 
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protocole de purification d’AMSH et la cristallisation de sa forme entière afin de déterminer 
l’organisation spatiale et de pouvoir élucider la régulation de cette enzyme. 
- L’étude de l’interaction d’AMSH avec la sous-unité STAM d’ESCRT-0 et ses conséquences 
sur l’activité enzymatique : 
Les travaux précédents (Mc Cullough et al., 2005) (Kim et al., 2006) ont montré que la liaison 
de STAM à AMSH permettait son activation. Cependant, ceux-ci ont été réalisés uniquement 
pour un temps de réaction de 15 minutes au minimum et n’ont pas précisément déterminé les 
domaines de STAM nécessaires à cette activation. Afin d’affiner ces résultats et d’obtenir 
plus d’informations sur les domaines de STAM mis en jeu dans cette activation, j’ai réalisé 
des études cinétiques ainsi que des études d’interaction avec AMSH et différents domaines de 
STAM. 
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Matériel et Méthodes 
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I. Biologie moléculaire et biochimie des protéines 
 
 
Tableau 3 : Références du matériel biologique cité dans ce manuscrit 
 
I.1 Clonage, expression et purification des différentes constructions d'AMSH 
 
I.1.1 AMSH Fl, AMSH D348A, AMSH link5 et AMSH EKE 
 
Les gènes d’AMSH (Associated Molecule of the SH3 domain of STAM) humain sauvage, 
AMSH D348A, AMSH link5 ou AMSH EKE (figure 22) ont été clonés dans le vecteur 
d’expression bactérienne pASK-IBA43(+). Ces constructions ont ensuite été transformées 
dans des cellules E.coli BL21 Gold. Une pré-culture est utilisée pour inoculer chaque litre de 
milieu LB Miller. Ces cultures sont incubées à 37°C jusqu’à atteindre une densité optique 
(D.O600) d’environ 0.5 puis la production de protéine est  induite par l’ajout de 200 µg 
d’Anhydro tetracycline (AHT) par litre de culture, à 37°C pendant 3 heures. Après induction, 
les bactéries sont centrifugées à 6250 g pendant 15 minutes puis le culot resuspendu dans du 
tampon de lyse : 50 mM HEPES pH 8, 25 mM NaCl, 1 mM EDTA (si l’activité enzymatique 
ne doit pas être mesurée par la suite), (Tampon A). Les cellules sont ensuite lysées par 
sonication puis centrifugées 30 minutes à 48500 g. Le surnageant est déposé sur une colonne 
échangeuse d’anion Q sépharose préalablement équilibrée avec le tampon A. La protéine est 
éluée avec 50mL de tampon A contenant 50 mM de NaCl puis 50 mL de tampon A contenant 
75 mM de NaCl. Ces fractions sont concentrées jusqu’à 1 à 2 mL puis mélangées avec un 
rapport 1 :1 avec 3 M de sulfate d’ammonium et incubées pendant 10 minutes à température 
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ambiante. Elles sont ensuite centrifugées 10 minutes à 4°C et à vitesse maximum d’une 
centrifugeuse de paillasse puis le culot est resuspendu dans 50 mL de tampon : 50 mM 
HEPES pH 8, 1 M NaCl, 1 M KCl, 1 mM EDTA. Cet échantillon est finalement déposé sur 
colonne de filtration sur gel S75 (GE Healthcare) préalablement équilibrée avec du tampon 10 
mM HEPES pH 8, 100 mM NaCl, 1 mM EDTA. 
 
I.1.2 Méthylation des lysines d'AMSH Fl 
 
La protéine AMSH Fl est purifiée comme décrit dans le paragraphe I.1.1 jusqu’à l’étape de 
précipitation au sulfate d’ammonium puis resuspendue dans du tampon 50 mM HEPES 
pH7,6, 250 mM NaCl dans un volume tel que sa concentration soit inférieure à 1 mg.ml
-1
. 20 
µL de complexe dimethylamine-borane (ABC) 1 M fraichement préparé et 40 µL de 
formaldéhyde 1 M sont ajoutés par millilitre de solution protéique puis cette solution est 
incubée 2h à 4°C sous agitation. Ensuite 20 µL d’ABC 1 M et 40 µL de formaldéhyde sont à 
nouveau ajoutés avant une seconde incubation de 2h à 4°C sous agitation. Enfin, 10 µL 
d’ABC complètent la réaction laissée à 4°C avec agitation toute une nuit. Le lendemain une 
dialyse de 4h dans un grand volume de tampon 20 mM Tris pH 7,5, 200 mM NaCl est réalisée 
à 4°C, puis l’échantillon est concentré jusqu’à 500 µL et chargé sur une colonne de filtration 
sur gel S75 (GE Healthcare) préalablement équilibrée avec le tampon utilisé pour la dialyse. 
 
I.1.3 AMSH 206 
 
Le gène correspondant à la partie N-terminale (1-206) d’AMSH humain (figure 22) a été 
cloné dans le vecteur d’expression bactérienne pBADM41 puis transformé dans des bactéries 
E.coli BL21. Une pré-culture incubée sur la nuit est utilisée pour inoculer un litre de milieu de 
culture TB (terrific broth) contenant : 1,2% de peptone, 2,4% d’extrait de levure, 0,4% de 
glycérol ainsi que 17 mM de KH2PO4 et 72 mM de K2HPO4. Les bactéries sont incubées à 
37°C jusqu’à ce que la D.O600 atteigne 1,2, puis elles sont induites par l’ajout de 1 mM 
d’IPTG et incubées à 18°C toute une nuit. Le lendemain le culot bactérien est récupéré par 
centrifugation 15 minutes à 6250 g et resuspendu dans du tampon B: 50 mM Tris, pH 8.5, 100 
mM NaCl, 5 mM betamercaptoethanol. Les bactéries sont ensuite lysées par sonication puis 
l’extrait soluble est séparé des débris cellulaires par centrifugation 30 minutes à 48500 g. A 
cette étape le surnageant est conservé et chargé sur une colonne d’amylose pré-équilibrée avec 
le tampon B. La résine est abondamment lavée avec le même tampon puis la protéine est 
éluée avec du tampon B contenant 10 mM de maltose. Après une dialyse d’une nuit dans un 
tampon sans NaCl, une colonne HiTrap Q (GE Healthcare) est équilibrée avec du tampon C : 
50 mM Tris pH 8.5, 50 mM NaCl et l’échantillon est chargé sur cette colonne puis élué avec 
un gradient linéaire de tampon D : 50 mM Tris pH 8.5, 500 M NaCl. La protéine est ensuite 
chargée sans concentration sur une colonne de filtration sur gel S75 (GE Healthcare) 
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préalablement équilibrée avec du tampon E : 10 mM HEPES pH 7.4, 150 mM NaCl , 3.4 mM 
EDTA. Cette étape est répétée plusieurs fois si nécessaire. 
 
I.1.4 Mutagénèse dirigée d’AMSH 146 (1-146) 
 
Les mutations E72A, K88A, E104A ou K107A sont introduites dans le gène d’AMSH 146 
par la technique dite de « PCR chevauchantes ». Une première PCR est réalisée avec une 
amorce 5’ contenant le site de restriction désiré ainsi que le début de la séquence du gène et 
une amorce 3’ contenant la séquence du gène (environ 20 nucléotides) modifiée afin 
d’intégrer la mutation souhaitée. Une seconde PCR est effectuée avec une amorce 5’ 
contenant la séquence du gène (environ 20 nucléotides) modifiée afin d’intégrer la mutation 
souhaitée et une amorce 3’ contenant la fin de séquence du gène d’intérêt, un codon stop et le 
site de restriction choisi. Les produits de ces deux PCR sont ensuite utilisés pour servir de 
matrice lors d’une troisième PCR. Les amorces utilisées sont l’amorce 5’ de la première PCR 
et l’amorce 3’ de la deuxième PCR. Le produit de PCR est ensuite purifié par un kit 
d’extraction de gel (Quiagen) et cloné dans le vecteur pProExHTa. 
 
I.1.5 His-AMSH 146 (1-146) sauvage , K88A, E104A ou K107A 
 
Le gène correspondant à la partie N-terminale (1-146) d’AMSH humain sauvage ou avec les 
mutations décrites dans le paragraphe I.1.4 (figure 22) a été cloné dans le vecteur 
d’expression bactérienne pProExHTa puis transformé dans des cellules E.coli BL21. Une pré-
culture d’une nuit est ensuite utilisée afin d’inoculer des litres de culture. Quand la D.O600 
atteint 0,4 l’expression de la protéine est induite par l’ajout de 1 mM d’IPTG puis poursuivie 
5h à 18°C. Après induction, les bactéries sont centrifugées 15 minutes à 6250 g. Le culot est 
ensuite resuspendu dans du tampon 50 mM Tris pH 8,5, 100 mM NaCl, 400 mM Arginine en 
vue d’une lyse par sonication. Une nouvelle centrifugation 30 minutes à 48500 g permet de 
séparer les parties solubles et insolubles et le surnageant est déposé sur une colonne de résine 
de nickel pré-équilibrée avec du tampon de lyse. Ce tampon est aussi utilisé pour laver la 
résine et la protéine est éluée avec 300 mM d’imidazole. Elle est ensuite concentrée jusqu’à 
500 µL pour être chargée sur une colonne de filtration sur gel S200 équilibrée avec du 
tampon : 10 mM HEPES, 100 mM NaCl, 400 mM Arginine. 
 
I.1.6 AMSH C-ter (235-424) 
 
Le gène correspondant à la partie C-terminale (235-424) d’AMSH humain (figure 22) a 
précédemment été cloné dans le vecteur pBADM41 puis introduit dans la souche BL21 gold  
d’E.coli. Une culture à 37°C est réalisée à partir d’une pré-culture et lorsque la D.O600 atteint 
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0.6-0.7, l’expression est induite par 0.2% d’arabinose et poursuivie toute une nuit à 18°C. Les 
bactéries sont ensuite centrifugées 15 minutes à 6250 g afin de récupérer le culot et de le 
resuspendre dans du tampon de lyse : 50 mM HEPES pH 8, 100 mM NaCl, 5 mM 
βmercaptoethanol (tampon F). Après une lyse par sonication, cette solution est centrifugée 30 
minutes à 4800 g. Le surnageant est ensuite chargé sur une colonne d’amylose, pré-équilibrée 
avec du tampon F, puis lavé abondamment avec ce même tampon. Finalement AMSH C-ter 
est éluée avec du tampon F contenant 10 mM de Maltose. La prochaine étape de purification 
est une colonne échangeuse d’anion Mono Q 5/50 GL (GE Healthcare). Celle-ci est équilibrée 
avec du tampon F et après dialyse d’une nuit dans du tampon sans NaCl, AMSH C-ter est 
chargée sur cette colonne puis récupérée dans ce qui est passé au travers, séparée de son 
étiquette MBP. Cet échantillon est ensuite concentré jusqu’à un volume de 2mL puis 500 µL 
sont chargés sur colonne de filtration sur gel S75 (GE Healthcare) préalablement équilibrée 
avec du tampon 10 mM HEPES pH 8, 100 mM NaCl. 
 
 
Figure 22 : Représentation schématique des différentes constructions d’AMSH étudiées 
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I.2 Clonage, expression et purification des différentes constructions des CHMP 
 
I.2.1 CHMP1A C-ter (123-196) et CHMP1B C-ter (126-199) 
 
Les gènes correspondants aux parties C-terminales de CHMP1A (123-196) et CHMP1B (126-
199) ont été précédemment clonés dans le vecteur d’expression bactérienne pGex4T 3 (figure 
23). Ces clones sont transformés dans des cellules E.coli BL21 puis une pré-culture est 
réalisée sur la nuit. Des litres de culture sont inoculés grâce à cette pré-culture puis incubés à 
37°C jusqu’à l’obtention d’une D.O.600 de 0,5 environ, alors l’expression de la protéine est 
induite par 1 mM d’IPTG et les cultures sont incubées 3h à 37°C. Après induction, les 
bactéries sont centrifugées 15 minutes à 6250 g puis le culot est resuspendu dans du tampon 
de lyse (tampon G): 50 mM HEPES pH 8, 100 mM NaCl. La lyse est réalisée par sonication 
puis l’extrait total est centrifugé 30 minutes à 48500 g afin de récupérer l’extrait soluble. Ce 
dernier est ensuite chargé à très faible débit sur une colonne de résine glutathion sépharose 
pré-équilibrée avec le tampon G. Un lavage abondant est réalisé avec du tampon de lyse puis 
l’étiquette GST est clivée directement sur la résine grâce à 1 volume colonne de tampon G 
contenant 0,01 Mg/ml de T.E.V. incubé toute une nuit sur la colonne à 4°C. La protéine est 
collectée le lendemain en éluant avec du tampon G. Cet échantillon est ensuite concentré 
jusqu’à 500 µL et chargé sur une colonne de filtration sur gel S75 (GE Healthcare) pré-
équilibrée avec du tampon 10 mM HEPES pH 8, 100 mM NaCl. Comme ces protéines 
n’absorbent pas à 280nm, la fraction d’élution exacte ainsi que la concentration de 
l’échantillon sont estimées sur gel SDS-PAGE. 
 
I.2.2 CHMP3 Fl 
 
La construction du gène CHMP3 Fl cloné dans le vecteur pProExHTa est introduite dans des 
bactéries E.coli BL21 par transformation (figure 23). Une pré-culture est ensuite réalisée afin 
d’inoculer des litres de culture. Quand la D.O. atteint 0,5 l’expression de la protéine est 
induite par l’ajout de 1 mM d’IPTG puis poursuivie 3h à 37°C. Les bactéries sont ensuite 
centrifugées 15 minutes à 6250 g puis le culot est resuspendu dans du tampon de lyse (tampon 
H) : 20 mM HEPES pH 8, 150 mM NaCl, 10 mM imidazole. La lyse est effectuée par 
sonication puis l’échantillon est centrifugé 30 minutes à 48500 g. Le surnageant est récupéré 
pour être chargé sur une colonne de résine de nickel préalablement équilibrée avec du tampon 
A. Des lavages successifs avec le tampon A contenant : 1 M NaCl puis 1 M KCl et enfin 50 
mM imidazole sont réalisés. Enfin la protéine est éluée avec du tampon A contenant 300 mM 
d’imidazole puis placée en dialyse contre un tampon sans imidazole sur la nuit en présence de 
1% de T.E.V. (rapport molaire). Après cette étape l’échantillon est à nouveau chargé sur une 
colonne de résine de nickel pré-équilibrée avec le tampon A afin de collecter ce qui ne 
s’accroche pas à la résine. Par la suite, cet éluât est chargé sans concentration sur une colonne 
pré-équilibrée de filtration sur gel S75 (GE Healthcare) et éluée dans du tampon 20 mM 
HEPES pH 8, 100 mM NaCl. 
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Figure 23 : Représentation schématique des différentes constructions de CHMP étudiées 
 
I.3 Clonage, expression et purification des différentes constructions de STAM 
 
I.3.1 STAM1 SH3 et STAM2 V.U.S. 
 
Le gène correspondant au domaine SH3 de STAM1 (260-261) ainsi que celui correspondant 
aux domaines VHS-UIM-SH3 de STAM2 (1-265) (figure 24) humain sont clonés dans le 
vecteur pBADM30 puis transformés dans des bactéries compétentes E.coli BL21. Une pré-
culture d’une nuit est utilisée pour inoculer des milieux de culture. Ces cultures sont incubées 
à 37°C jusqu’à une D .O. de 0,5 environ puis l’expression de la protéine est induite par 0,02% 
(p/v) d’arabinose pendant 3h à 37°C. Après induction les bactéries sont centrifugées 15 
minutes à 6250 g puis le culot est resuspendu dans du tampon de lyse : 50 mM HEPES pH 8, 
100 mM NaCl. La lyse est réalisée par sonication puis le lysat cellulaire est centrifugé 30 
minutes à 48500 g . Le surnageant est ensuite chargé à très faible débit sur une colonne de 
résine glutathion sépharose pré-équilibrée avec le tampon de lyse. La résine est lavée avec ce 
même tampon puis l’étiquette GST est clivée sur colonne grâce à 1 volume colonne de 
tampon  contenant 0,01 mg. ml
-1
 de protéase TEV incubé toute une nuit à 4°C. La protéine est 
éluée le lendemain avec du tampon de lyse. Cet échantillon est ensuite concentré jusqu’à 500 
µL et chargé sur une colonne de filtration sur gel S75 (GE Healthcare) pré-équilibrée avec du 
tampon 10 mM HEPES pH 8, 100 mM NaCl.  
 
I.3.2 STAM2 UIM-SH3 
 
Le gène correspondant aux domaines UIM-SH3 (162-265) de STAM2 humain (figure 24) a 
été précédemment cloné dans le vecteur petM60 par l’équipe du Dr. Olivier Walker . Après 
transformation dans des cellules compétentes E.coli BL21 une pré-culture a été incubée une 
nuit à 37°C afin d’inoculer des litres de culture. Après culture à 37°C jusqu’à une D.O600 de 
0,8, l’expression protéique est induite par 1 mM d’IPTG puis les cultures sont placées à 30°C 
sous agitation pendant 5h. Les bactéries sont ensuite centrifugées 15 minutes à 6250 g puis le 
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culot est resuspendu dans du tampon de lyse : 50 mM HEPES pH 8, 150 mM NaCl. Les 
cellules sont lysées par sonication puis centrifugées 30 minutes à 48500 g. Le surnageant est 
ensuite chargé sur une colonne de résine de nickel équilibrée auparavant avec du tampon de 
lyse. Ce tampon permet aussi de laver la résine avant d’éluer la protéine avec 50 mM 
d’imidazole. L’étiquette hexa-histidine-NusA est clivée par l’ajout de TEV à un rapport 
molaire de 1 :100 et l’imidazole est dialysé toute une nuit à 4°C. Le lendemain une deuxième 
colonne de nickel est réalisée pour séparer l’étiquette de la protéine et l’échantillon protéique 
non retenu par la résine est concentré jusqu’à 500 µL puis chargé sur colonne de filtration sur 
gel S75 (GE Healthcare) pré-équilibrée avec du tampon 10 mM HEPES pH 8, 100 mM NaCl. 
 
 
 
Figure 24 : Représentation schématique des différentes constructions de STAM étudiées 
 
I.4 Expression et purification d'UBPY N-ter (8-138) 
 
Le clone 2A9U (Addgene) contenant la partie N-terminale d’UBPY (8-138) dans le vecteur 
pET28a est transformé dans des cellules compétentes E.coli BL21 gold puis des litres de 
cultures sont inoculés avec une pré-culture d’une nuit. Lorsque la D.O. atteint 0,5 environ, 
l’expression de la protéine est induite par 1 mM d’IPTG et poursuivie 3h à 37°C. Après 
induction, les cellules sont centrifugées 15 minutes à 6250 g et le culot est resuspendu dans du 
tampon de lyse (tampon I) : 50 mM HEPES pH 8, 100 mM NaCl. Une lyse bactérienne est 
réalisée par sonication puis l’échantillon est centrifugé 30 minutes à 48500 g. Le surnageant 
est ensuite chargé sur une colonne de résine de nickel équilibrée avec le tampon de lyse. Des 
lavages successifs sont réalisés avec le tampon I, le tampon I contenant 1 M NaCl , puis 1 M 
KCl et enfin 50 mM d’imidazole. L’échantillon est ensuite concentré jusqu’à environ 1,5mL 
puis 500 µL sont chargés sur une colonne de filtration sur gel S75 (GE Healthcare) pré-
équilibrée avec du tampon : 10 mM HEPES pH 8, 100 mM NaCl. 
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II. Méthodes de caractérisation structurale des protéines 
 
II.1 Cristallogenèse et introduction à la cristallographie 
II.1.1 Principe 
 
La cristallographie est une technique qui permet d'obtenir des informations structurales d'un 
arrangement périodique et régulier de molécules identiques: le cristal. Lorsque ce cristal est 
composé de protéines nous utilisons un rayonnement de longueur d’onde comparable à celle 
d'une liaison carbone-carbone, c'est-à-dire de l'ordre de l'Angström: les rayons X. Pour 
appliquer la méthode de cristallographie aux rayons-X il faut donc dans un premier temps 
obtenir des cristaux par cristallogenèse. La cristallogenèse consiste à placer une solution 
protéique extrêmement pure dans des conditions particulières (sels, concentration de protéine, 
pH, autres agents précipitants) qui évoluent lentement et permettent l'organisation de la 
protéine sous forme cristalline. La solution traverse alors différentes phases représentées dans 
la figure 25, le but étant que la protéine entre dans une phase de nucléation puis de croissance 
afin de former un cristal. 
 
Figure 25 : Diagramme de phases traversées par une protéine lors de la cristallogenèse. A : 
cristallogenèse de type bain, la protéine est directement mélangée à la solution d'agents 
précipitants. B : cristallogenèse par diffusion de vapeur, la protéine est mélangée aux agents 
précipitants et est placée dans un environnement hermétique contenant un réservoir de 
solution d'agents précipitants. C : cristallogenèse en bouton de dialyse, la protéine est placée 
en dialyse dans une solution d'agents précipitants. 
Lors des ces travaux la méthode choisie est la cristallogenèse par diffusion de vapeur. 
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II.1.2 Techniques utilisées 
 
Comme mentionné précédemment la méthode utilisée pour la cristallogenèse des différentes 
formes d'AMSH est la diffusion de vapeur. Celle-ci peut être mise en place selon deux 
techniques: la goutte suspendue ou la goutte assise (figure 26). 
 
Figure 26 : Techniques de cristallogenèse par diffusion de vapeur en goutte assise et goutte 
suspendue. Photos Hampton research. 
Le principe de ces deux techniques reste le même mais dans un cas la goutte est suspendue au 
dessus du réservoir, maintenue sur une lamelle de verre traitée, alors que dans l’autre elle est 
déposée sur un promontoire. 
 
II.1.3 Conditions expérimentales 
 
Les protéines AMSH D348A, AMSH Fl, AMSH lys met, et les complexes d’AMSH Fl avec 
CHMP3 Fl ou STAM V.U.S. sont concentrés de 1 à 15mg.ml
-1
 et confiées à la plateforme de 
cristallisation à haut débit de l’EMBL. Les essais de cristallisation utilisent la technique de 
diffusion de vapeur en goutte assise et couvrent 576 conditions. Les images prisent par un 
robot Formulatrix RockImager (Formulatrix, Inc., U.S.) à 20°C et sur un intervalle de 24h à 
87 jours après la mise en place de l’expérience sont ensuite analysées et les conditions les plus 
prometteuses sont reproduites et affinées à la main, avec la technique de diffusion de vapeur 
en goutte suspendue. 
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II.2 Diffusion de rayons X aux petits angles (SAXS) 
II.2.1 Principe 
 
La diffusion de rayon X aux petits angles (SAXS) permet d’obtenir des informations 
concernant la forme et la taille de l’objet en solution mais ne nécessite pas de cristaux de 
protéine. Ces informations à basse résolution sont obtenues grâce à la diffusion des rayons X 
par les molécules (protéines par exemple) d’une solution homogène très diluée et dans 
laquelle les particules n’interagissent pas entre elles. On défini alors le vecteur de diffusion q: 
q= 4Π sinθ/λ           (1) 
avec λ la longueur d’onde du rayon incident et 2θ l’angle de diffusion. Cette diffusion est 
enregistrée aux petits angles (0,1-10°) sous forme d’un cliché de diffusion (figure 27). Après 
mesure du signal, les intensités obtenues pour le tampon sont soustraites à celles enregistrées 
pour la solution protéique afin d’obtenir des informations concernant la protéine uniquement. 
Les données sont ensuite traitées grâce à différents logiciels décrits par la suite et il est alors 
possible de calculer le rayon de giration Rg,  la fonction de distribution des distances P(r), le 
diamètre maximum Dmax, ainsi que d’estimer la masse moléculaire en solution grâce à la 
relation avec I(0) :  
MMp= I(0)p/cp*(MMst/(I(0)st/cst))         (2) 
où I(0)p et I(0)st sont les intensités de diffusion à l’angle 0, MM les masses moléculaires, et c 
les concentrations, avec p pour protéine d’intérêt et st pour protéine standard.  
 
Figure 27 : Montage permettant de mesurer la diffusion de rayons X aux petits angles. 
http://www.cgl.ucsf.edu/Research/sali/ 
II.2.2 Conditions expérimentales 
 
Les protéines AMSH Fl et CHMP3 Fl sont purifiées seules ou en complexe comme 
décrit précédemment  dans les paragraphes I.1.1, I.2.2 et III.1.1. Pour chaque échantillon des 
mesures sont collectées sur la ligne de lumière BM29 de l’ESRF Grenoble, à une longueur 
d’onde de 1,008 Å à trois concentrations différentes : AMSH Fl : 1,5mg.ml-1, 1 mg.ml-1 et 0,5 
mg.ml
-1 
; CHMP3 Fl : 2,1 mg.ml
-1
, 1 mg.ml
-1
 et 0,5 mg.ml
-1 
; Complexe : 1,2 mg.ml
-1
, 1 
mg.ml
-1
 et 0,6 mg.ml
-1 
, et à 20°C. Chacune des concentrations, y compris le témoin négatif, 
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est exposée 10 fois 2 secondes puis les données 2D sont transformées en données 1D par la 
procédure mise en place sur la ligne de lumière. Des courbes moyennes sont alors calculées et 
ce sont ces courbes qui sont utilisées pour les analyses suivantes. 
II.2.3 Traitement et analyse des données  
 
Réduction des données : 
Le programme PRIMUS (Konarev et al. 2003) est utilisé pour visualiser et analyser les 
courbes 1D. Les courbes correspondant au tampon sont soustraites à celles correspondant aux 
échantillons. Ensuite les données à différentes concentrations sont comparées, si elles sont 
superposables et si pour la concentration la plus haute la protéine n’est pas agrégée, alors la 
courbe de l’échantillon le moins concentré est conservée pour les petits angles et est combinée 
avec la courbe de l’échantillon le plus concentré pour les grands angles. Le rayon de giration 
(Rg) et la diffusion I(0) sont calculés grâce à l’approximation de Guinier aux petits angles (q) : 
pour q.Rg< 1,5 
ln I(q)= ln I(0) –(Rg
2
q
2
/3)            (3) 
La fonction de distribution des distances P(r) et le rayon de giration sont ensuite calculés avec 
le programme GNOM (Svergun, 1992) et la dimension maximale de la molécule (Dmax) est 
ajustée afin que les rayons de giration obtenus avec l’approximation de Guinier et GNOM 
correspondent (Guinier, 1939). 
Modélisation Ab initio d’AMSH Fl : 
Les programmes DAMMIN (Svergun, 1999) et DAMMIF (Franke, Svergun, 2009) sont 
utilisés pour construire plusieurs modèles ab initio. Une grande sphère de diamètre Dmax est 
remplie de pseudo-atomes modélisés sous la forme de petites sphères dont la position est 
affinée grâce à une procédure de recuit simulé. La modélisation est ensuite poursuivie avec le 
programme BUNCH (Petoukhov and Svergun, 2005) qui utilise aussi un procédé de recuit 
simulé pour trouver les positions et les orientations optimales des structures à haute résolution 
disponibles ainsi que pour modéliser la conformation des atomes manquants sous forme de 
chaines de résidus simulés. Le modèle optimal final doit être en accord avec les données 
expérimentales.  
Validation du modèle obtenu par diffusion des rayons X aux petits angles :  
Il existe plusieurs façons de s’assurer de la cohérence des données et de la modélisation ab 
initio. Tout d’abord la représentation graphique de la région de Guinier : log(I(q)) en fonction 
q2 doit être linéaire et qRg ne doit pas dépasser 1,3. Ensuite, il ne doit pas y avoir 
d’augmentation des valeurs de Rg ou I(0) quand la concentration augmente, cela traduirait 
une multimérisation de la molécule en solution. De plus, il est aussi possible de vérifier qu’il 
n’y a pas de répulsion entre les particules en solution en s’assurant que l’intensité aux petits 
angles ne diminue pas quand la concentration de l’échantillon augmente (Putnam et al., 2007). 
Enfin, l’erreur calculée pour le Rg et le I(0) ne doit pas être supérieure à 5%. En ce qui 
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concerne la modélisation ab initio, pour chaque modèle proposé une valeur statistique de 
corrélation entre les données expérimentales et le modèle est calculée. Cette valeur est 
appelée « chi » et plus elle est basse, plus le modèle est en accord avec les données 
expérimentales. En pratique, une valeur proche de 1 est acceptée. 
 
III. Etudes des interactions inter-protéiques 
 
III.1 Co-purification et co-précipitation  
III.1.1 Co-purification AMSH Fl/ CHMP3 Fl 
 
Les protéines AMSH Fl et CHMP3 Fl sont purifiées comme décrit dans les paragraphes I.1.1 
et I.2.2. Elles sont ensuite mélangées avec un excès de CHMP3 Fl (rapport molaire 1:3) puis 
concentrées jusqu’à 500 µL afin de purifier le complexe sur une colonne de filtration sur gel 
S75 (GE Healthcare) pré-équilibrée avec le tampon 20 mM HEPES pH 8, 100 mM NaCl. 
 
III.1.2 Co-précipitation  
 
30 µL de billes de résine glutathion sépharose sont lavés deux fois avec 1 mL de tampon A : 
50 mM Tris pH 8,5, 100 mM NaCl, 0,01% Triton puis 10 µg de protéine de fusion avec 
l’étiquette GST (GST-CHMP1A C-ter ou GST-CHMP1B C-ter) sont incubés pendant 1h à 
température ambiante et agités par une roue. Les billes sont ensuite lavées deux à trois fois 
avec le tampon A puis 100 µL de BSA à 10 mg.ml
-1
 sont ajoutés et incubés 10 minutes à 
température ambiante afin de bloquer les billes. La résine est à nouveau lavée puis 20 µg de la 
protéine proie (AMSH 146 sauvage ou muté) sont ajoutés et incubés 1h dans les mêmes 
conditions que précédemment. Quatre à cinq lavages de 10 minutes avec le tampon A sont 
effectués puis les protéines fixées par la résine sont éluées avec 30 µL de bleu de charge 
amené à ébullition. Finalement, un gel SDS-PAGE est réalisé afin de visualiser les résultats. 
 
III.2 Résonance plasmonique de surface (SPR) 
III.2.1 Principe 
 
La résonance plasmonique de surface est une méthode qui permet de déterminer l'affinité 
d'interaction entre deux molécules, l'une attachée (ligand) sur une fine surface d’or et l'autre 
écoulée (analyte) sur cette surface dans un fluide continu. Le phénomène de résonance 
plasmonique de surface a lieu quand une lumière polarisée est dans des conditions de 
réflexion totale et qu'elle heurte la surface conductrice (or) à l'interface entre la plaque de 
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verre de la puce et le liquide écoulé. Alors un champ électrique est créé: l'onde évanescente. 
Celle-ci interagit avec la couche d'or ce qui génère des ondes de charges électriques appelées 
plasmons. Ces plasmons réduisent l'intensité de la lumière réfléchie mesurée par le système de 
détection. L'angle auquel l'intensité est la plus faible dépend de l'indice de réfraction de la 
solution attenante à la couche d'or. Cet indice sera modifié par l’interaction ou non des deux 
protéines d'intérêt (figure 28).  
  
 
Figure 28 : Illustration des composants d’un système de mesure des résonnances plasmonique 
de surface. (Patching, 2013) 
Tout au long de l'expérience l'appareil mesure les changements de signal et les retranscrit sous 
forme de sensogramme. Quand une molécule lie la surface de la puce, le signal augmente et 
quand cette molécule se détache le signal diminue. Nous pouvons ainsi observer sur le 
sensogramme des phases d'association et des phases de dissociation. L'analyse des courbes 
permettra ensuite d'obtenir des paramètres cinétiques comme la constante d’association (kon 
ou ka) ou la constante de dissociation  (koff ou kd) et de calculer  la constante d’affinité (KD) de 
l'interaction étudiée avec :  
KD = koff/kon = [ligand][analyte]/[complexe ligand-analyte]                  (4) 
avec [X] la concentration des protéines (figure 29). 
A la fin de l’expérience l’analyte peut être décroché grâce à différentes solutions de 
régénération (bas/haut pH, haute concentration en sel, détergent) et la puce contenant le ligand 
peut être réutilisée. Cette technique a l’avantage de pouvoir mesurer des interactions dans une 
fourchette très large (nM-mM) en utilisant des échantillons de faible volume et à basse 
concentration. 
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Figure 29 : Schéma représentant un sensogramme classique des différentes phases visualisées 
en SPR. (GE Healthcare-Biacore) 
 
III.2.2 Conditions expérimentales 
 
AMSH D348A et STAM2 V.U.S 
Les protéines sont purifiées comme décrit dans les sections I.1.1 et I.3.1 puis dialysées dans 
du tampon J : 10 mM HEPES pH7,6, 150 mM NaCl, 3,4 mM EDTA, 0,005% surfactant P20. 
La fixation du ligand sur la puce est covalente grâce à un couplage amine. A l’aide d’un 
système Biacore® 3000, la surface des deux premières cellules (« Flow cell » : Fc1 et Fc2) 
d’une puce CM5 (GE Healthcare) est activée par l’injection de 50 µL d’un mélange 
équimolaire d’EDC et NHS à un flux de 10 µL.min-1. Le ligand, ici AMSH D348A, est dilué 
200 fois (concentration finale = 50 nM) dans du tampon 10 mM d’acétate de sodium pH 4,5 et 
est attaché de façon covalente sur Fc2. Les deux surfaces sont ensuite inactivées par injection 
de 50 µL d’éthanolamine 1 M à un flux de 10 µL.min-1. Au final, le signal de fixation 
d’AMSH sur la puce correspond à environ 2700 RU (unité de réponse arbitraire). La suite de 
l’expérience est réalisée dans du tampon J. Après injection de l’analyte (STAM2 V.U.S.) à 
4500 nM, différentes solutions de régénération sont testées et la solution retenue est le tampon 
J contenant 0,015% de SDS. Les concentrations d’analyte varient de 750 à 9000 nM et le flux 
est fixé à 10 µL.min
-1, le temps d’injection est de 5 minutes et le temps de dissociation de 15 
minutes. Les mesures sont réalisées de façon aléatoire par rapport à la concentration de 
l’analyte. Un contrôle négatif est enregistré en écoulant seulement du tampon J et deux 
concentrations sont réalisées en duplicat. 
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AMSH Fl et STAM2 UIM-SH3 
Les protéines sont purifiées comme décrit dans les sections I.1.1 et I.3.2 puis dialysées dans 
du tampon J. La même procédure que précédemment est utilisée pour fixer le ligand, AMSH 
Fl, qui est diluée 100 fois (concentration finale = 720 nM) dans du tampon 10 mM d’acétate 
de sodium pH 4,5. Au final, le signal de fixation d’AMSH Fl sur la puce correspond à environ 
9300 RU. La suite de l’expérience est réalisée dans du tampon J. A la fin de l’injection de 
l’analyte (STAM2 UIM-SH3) à 7500 nM, le signal revient au niveau de base, il n’y a donc 
pas besoin de solution de régénération. Une série de mesures est ensuite réalisée pour des 
concentrations d’analyte variant de 750 à 7500 nM, le flux est fixé à 10 µL.min-1, le temps 
d’injection est de 5 minutes et le temps de dissociation de 10 minutes. Les mesures sont 
réalisées de façon aléatoire par rapport à la concentration de l’analyte. Un contrôle négatif est 
enregistré en écoulant seulement du tampon J et deux concentrations sont réalisées en 
duplicat. 
III.2.3 Traitement et analyse des données  
 
Les données sont traitées avec le logiciel BIAevaluation 3.0 (Biacore®). L’analyse s’effectue 
sur les courbes pour lesquelles le bruit enregistré grâce à Fc1 est soustrait, c’est-à-dire celles 
reportées sur le sensogramme Fc2-Fc1. Les courbes sont tout d’abord alignées selon les axes x 
et y puis tout ce qui ne correspond pas à la phase d’association ou de dissociation est 
supprimé. La courbe correspondant au contrôle négatif est soustraite à toutes les autres 
courbes afin d’annuler l’effet du tampon sur l’enregistrement. La fonction « fit global » est 
ensuite utilisée pour superposer au mieux le modèle cinétique théorique langmuir 1 :1 aux 
données expérimentales et calculer les paramètres cinétiques (kon, koff et le KD).  
La bonne superposition du modèle aux courbes expérimentales est contrôlée de trois façons : 
visuellement, en s’assurant qu’il n’y ait pas d’aberrations pour certaines parties des courbes, 
statistiquement, en obtenant une valeur du test Chi
2
 inférieure 5% du Rmax (capacité de 
liaison maximum du ligand) et en observant les écarts résiduels qui doivent idéalement être 
compris entre -2 et 2. 
 
IV. Etude de l'activité enzymatique d'AMSH 
 
IV.1 Etude par gel SDS-PAGE 
 
IV.1.1 Production de la di-ubiquitine liée par la lysine K63 
 
Cette production a été réalisée par le Dr. Ivan Ivanov de l’équipe du Dr. Stephen Cusack à 
l’EMBL selon le protocole décrit par Dong et al., 2011.  
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IV.1.2 Conditions expérimentales 
 
AMSH Fl ou AMSH C-ter ainsi que STAM UIM-SH3 et STAM  V.U.S. sont purifiées 
comme expliqué dans les paragraphes précédents. Les réactions de dé-ubiquitination sont 
réalisées à température ambiante dans du tampon : 50 mM Tris pH7,4 , 25 mM KCl, 5 mM 
MgCl2, 0,2mM DTT et le volume final est de 200 µL. AMSH seule (1 µM) ou en complexe 
avec son activateur (1 µM) est incubée dans du tampon de réaction avec un excès de di-
ubiquitine (13 µM) et une étude cinétique est réalisée en prélevant 20 µL d’échantillon à 
partir de 30 secondes et jusqu’à 30 minutes. La réaction est stoppée par l’ajout de 10 µL de 
bleu de charge laemli et les échantillons sont immédiatement placés à -20°C. A la fin de la 
cinétique, les échantillons sont placés 5 minutes dans un bloc à 95°C puis chargés sur un gel 
SDS-PAGE Tris Glycine 18%. La révélation est faite par une coloration au bleu de 
coomassie. Les expériences sont réalisées en triplicat. 
IV.1.3 Traitement et analyse des intensités de bandes: ImageJ 
 
L’intensité des bandes provenant des gels SDS-PAGE précédents est étudiée grâce au 
logiciel de traitement d’image : ImageJ. Les bandes sont sélectionnées individuellement et 
l’aire correspondant à l’intensité de chaque pic est ensuite normalisée avec pour référence 
100% la bande à t=0. La moyenne des valeurs de chaque expérience est ensuite calculée et 
reportée dans un graphique en fonction du temps. 
IV.2 Analyse par mesure de fluorescence 
 
Les protéines AMSH Fl et STAM VUS sont purifiées comme indiqué dans les 
paragraphes I.1.1 et I.3.1 en prenant soin de ne pas ajouter d’EDTA pour la purification 
d’AMSH. Les expériences sont ensuite réalisées au CEA de Grenoble, avec l’aide de Caroline 
Barette, de l’équipe du Dr. Marie-Odile Fauvarque, sur un spectrophotomètre Infinite M1000 
(Tecan Group Ltd) aux longueurs d’onde d’excitation de 540 nm et d’émission de 580. Une 
plaque Greiner à fond noir de 96 puits est ensuite utilisée pour préparer les échantillons et 
prendre les mesures. Les puits sont composés de tampon : 50 mM HEPES pH 8, 25 mM KCl, 
5 mM MgCl2, 2 % (v/v) de glycérol, 0,2 mg.mL
-1
, 1 mM DTT, ainsi que 200 nM de di-
ubiquitine K63 fluorescente commerciale (LifeSensors Inc .). Selon les cas les puits 
contiennent aussi l’activateur STAM VUS à 10 ou 100 nM. AMSH Fl est ensuite injectée par 
l’appareil de sorte à ce que sa concentration finale soit de 10 ou 100 nM. Les échantillons sont 
agités 10s avant le début des mesures. Les valeurs sont enregistrées en duplicat et sont ensuite 
reportées sur un graphique grâce au logiciel Excel (Microsoft). 
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Résultats 
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I. Etude de l’interaction entre AMSH ou UBPY et les protéines CHMP 
 
La liaison entre les domaines MIM et les domaines MIT a un rôle important dans les 
interactions entre protéines au sein de la machinerie ESCRT. Par exemple, il a été démontré 
que VPS4 ou la spastine sont recrutées lors de la cytokinèse via leur interaction avec, 
respectivement, IST1 et CHMP1A ou CHMP1B (Bajorek et al., 2009a) (Yang et al., 2008). 
De plus, Kyuuma et al. ont découvert que l’interaction entre AMSH et CHMP3 est nécessaire 
à l’activité de l’enzyme in vivo (Kyuuma et al., 2006). Il semble que cette interaction soit 
aussi supportée par le domaine MIM de la protéine du complexe ESCRT-III et le domaine 
MIT prédit chez AMSH (Tsang et al., 2006). De plus amples informations concernant ces 
interactions permettraient de mieux comprendre le recrutement des acteurs de la scission 
membranaire et de leurs régulateurs lors des processus cellulaires impliquant la machinerie 
ESCRT. 
I.1 Interactions entre AMSH et les protéines CHMP 
 
La structure d’AMSH 146 en complexe avec la partie C-terminale de CHMP3 a 
précédemment été résolue au sein de notre équipe. Celle-ci, ainsi que des études par ITC 
(isothermal titration calorimetry), montrent que cette interaction a une affinité de l’ordre du 
nanomolaire et qu’elle repose sur des ponts salins et des liaisons hydrogènes formés entre les 
résidus E72, K88, E104 et K107 d’AMSH et respectivement R221, E203, R216 et 
L220/T219/S222 de CHMP3 (figure 31). Pour confirmer l’importance de ces résidus, nous 
avons cloné des mutants d’AMSH 146 et vérifié s’ils interagissaient toujours avec CHMP3.  
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Figure 31 : Etude de l’interaction entre AMSH N-ter et CHMP3 C-ter. A) Zoom sur les 
résidus impliqués dans cette interaction. B) Détermination de la constante d’affinité par ITC. 
(Solomons et al., 2011) 
 
I.1.1 AMSH 146 sauvage ou 146 muté et CHMP3 
I.1.1.1 Purifications 
 
AMSH 146 sauvage ou muté: 
Afin de déterminer quels résidus contribuent le plus à l’interaction avec CHMP3, nous avons 
muté les acides aminés E72, K88, E104 ou K107 d’AMSH en alanine (un résidu muté par 
clone). Ensuite, une première tentative de purification a été réalisée avec une induction initiée 
lorsque la D.O600 était de 1 et poursuivie à 18°C, toute une nuit. Le tampon de lyse était 
composé de 50 mM Tris pH 8,5, 100 mM NaCl et 400 mM d’arginine et les étapes de 
purification étaient une colonne de résine de nickel puis une filtration sur gel S200. Cet essai a 
été infructueux et toutes les protéines ont précipité excepté AMSH 146 E104A qui avait été 
induite plus tôt et moins longtemps. Nous avons donc adapté le protocole afin d’induire la 
production de protéine quand les cultures atteignent un D.O600 de 0,4 et cette induction est 
poursuivie pendant 5H à 18°C. Nous avons aussi remarqué que 200 mM d’arginine ajoutés au 
tampon de lyse sont suffisants. L’établissement de ce protocole a permis d’obtenir des profils 
d’élutions comme illustrés dans la figure 32. Malgré toutes les améliorations apportées, la 
protéine mutée AMSH146 E72A est restée insoluble. 
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Figure 32 : Dernière étape de purification d’AMSH 146 K88A et E104A. A) Profil d’élution 
de filtration sur gel d’AMSH 146 K88A. B) Profil d’élution de filtration sur gel d’AMSH 146 
E104A. C) Gel SDS-PAGE d’AMSH 146 sauvage, K88A, E104A et K107A purifiés. Les 
l’élution de protéines standard est repérée par un trait en haut de chaque profil. 
I.1.1.2. Co-précipitation  
 
Pour étudier les interactions entre AMSH 146 muté ou non et CHMP3 Fl nous avons réalisé 
une expérience de co-précipitation.  
 
 
Figure 33 : Test d’interaction entre AMSH 146 et CHMP3 Fl. Gauche : quantité de protéine 
utilisée pour chaque test. Droite : co-précipitation de CHMP3 par His-AMSH 146 sauvage ou 
muté  
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La figure 33 montre que pour une même quantité d’AMSH sauvage ou muté utilisée, la 
protéine CHMP3 Fl n’est pas fixée de la même façon. En effet, alors qu’AMSH sauvage co-
précipite CHMP3 Fl à un rapport d’environ 1:1, la bande de co-précipitation de CHMP3 par 
AMSH146 K88A est très faible et celles d’AMSH146 E104 et K107 ne sont presque pas 
visibles. Ces mutations déstabilisent donc l’interaction avec CHMP3. Ceci confirme 
l’hypothèse que les résidus K88, E104 et K107 sont importants pour la liaison CHMP3/ 
AMSH et que cette liaison est différente des interfaces précédemment observées entre les 
domaines MIT de VPS4 ou la spastine et MIM de CHMP1A, CHMP6 ou CHMP1B. 
I.1.2 AMSH Fl et CHMP3 Fl : Co-purification et co-cristallisation 
 
D’après les résultats précédents, ainsi que ceux obtenus par Julianna Solomons, AMSH et 
CHMP3 interagissent de façon spécifique et avec une forte affinité. Cette interaction est 
décrite à l’échelle atomique par la structure cristallographique d’AMSH 146 et CHMP3 C-ter 
mais il serait intéressant d’étudier comment les protéines entières se comportent au sein de ce 
complexe. C’est pourquoi nous avons essayé de cristalliser AMSH Fl en complexe avec 
CHMP3 Fl. Pour cela, nous avons dans un premier temps co-purifié ces deux protéines. 
AMSH Fl et CHMP3 Fl sont préalablement purifiées séparément puis le complexe est formé 
avant la dernière étape de filtration sur gel. La purification d’AMSH Fl seule est décrite dans 
la partie III.1.2. Celle de CHMP3 Fl comporte quatre étapes : une première colonne de résine 
de nickel puis le clivage de l’étiquette par la protéase TEV couplé à une dialyse d’une nuit. 
Ensuite, une seconde colonne de résine de nickel est utilisée pour retenir l’étiquette puis une 
filtration sur gel sur colonne S75 est réalisée et les résultats sont présentés dans la figure 34. 
 
Figure 34 : Purification de CHMP3 Fl. A) Profil d’élution de filtration sur gel sur colonne 
S75. B) Clivage à la protéase TEV de l’étiquette hexa-histidine. C) Gel SDS-PAGE 
correspondant à l’élution de la filtration sur gel. L’élution de protéines standards est repérée 
par un trait en haut du profil A. 
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Comme la protéine CHMP3 forme des agrégats à haute concentration, il est important de ne 
pas trop la concentrer avant de la charger sur la colonne de filtration sur gel, quitte à répéter 
cette expérience plusieurs fois pour avoir suffisamment de protéine. Le pic d’élution majeur, à 
environ 10,5mL correspond à CHMP3 Fl. Ce volume d’élution est plus petit que celui attendu 
pour un monomère et correspondrait à un dimère de CHMP3 Fl. Cet état oligomérique semble 
être confirmé par des analyses de SAXS mais n’empêche pas la formation du complexe 
AMSH/ CHMP3 Fl. Il se peut donc que, selon les conditions de purification, CHMP3 Fl soit 
dimérique et que cette interaction soit déplacée par la forte affinité d’AMSH pour CHMP3. 
Après toutes ces étapes, CHMP3 Fl est incubée avec AMSH Fl au rapport molaire de 3:1. 
Puis le complexe concentré est séparé de l’excès de CHMP3 par filtration sur gel. 
 
Figure 35 : Purification de CHMP3 Fl et AMSH Fl. A) Profil d’élution de filtration sur gel sur 
colonne S75. B) Gels SDS-PAGE correspondants aux fractions d’élution de la colonne S75. 
La figure 35 confirme la forte interaction entre CHMP3 Fl et AMSH Fl. En effet le complexe 
résiste à la filtration sur gel et les protéines, malgré une taille différente, co-éluent dans les 
fractions 12 à 15 à un volume de 8,5mL. Ce volume est proche du volume mort de la colonne 
mais aucune épaule d’agrégats n’est observée et des essais de purification sur colonne S200 
n’ont pas permis de séparer le complexe et l’excès de CHMP3 Fl. Les fractions 13 et 14 sont 
ensuite concentrées jusqu’à 1,1 mg.mL-1 puis envoyées au robot de cristallisation à haut débit 
de l’EMBL afin de tester de nombreuses conditions. Cet essai n’a pas abouti à une 
cristallisation ou micro-cristallisation. L’échantillon n’est peut-être pas assez concentré et il 
82 
 
serait intéressant de recommencer cette expérience avec une gamme de concentrations plus 
élevées. 
I.1.3 Etude de l’interaction entre AMSH et CHMP1A ou CHMP1B 
 
L’interaction d’AMSH avec les protéines CHMP1A et CHMP1B a été identifiée par 
Agromayor et Martin-Serrano en 2006. Ces dernières forment aussi un complexe avec 
d’autres protéines contenant un domaine MIT comme VPS4, UBPY ou la spastine (Stuchell-
Brereton et al., 2007) (Row et al., 2007) (Yang et al., 2008). Afin de déterminer si AMSH 
interagit avec les protéines CHMP1 de la même façon qu’avec CHMP3 nous avons réalisé des 
mesures d’interaction par SPR et des essais de co-précipitation 
I.1.3.1 Purifications 
 
MBP-AMSH 206 : 
Les expériences de SPR entre AMSH et CHMP1A ou 1B nécessitaient la purification de plus 
de matériel biologique que pour les tests de co-précipitation, or AMSH N-ter 146 était trop 
peu soluble. Nous avons donc choisi de travailler avec une construction plus longue d’AMSH 
N-ter : AMSH 206, comportant une étiquette MBP à son extrémité N-terminale. Le protocole 
de purification de MBP-AMSH 206 a été modifié plusieurs fois afin d’être amélioré. 
Initialement, il était composé d’une colonne d’amylose suivie d’une colonne échangeuse 
d’anion (HiTrap Q) puis d’une filtration sur gel sur colonne S200. Le premier milieu de 
culture utilisé était du milieu LB miller mais nous nous sommes aperçu que notre protéine 
était mieux exprimée et plus soluble lorsque la culture était réalisée dans un milieu plus riche, 
le TB (terrific broth). Aussi, le tampon de lyse initial, ainsi que tous les autres tampons de 
purification contenaient de l’HEPES pH 8,0 idéal pour mesurer les résonnances plasmoniques 
de surface (SPR). Dans un premier temps, comme pour AMSH 146, nous avons essayé 
d’améliorer la solubilité de la protéine en ajoutant de l’arginine et du glutamate dans ces 
tampons mais ces additifs n’ont pas apporté d’évolution. Ensuite, AMSH 146 étant plus 
soluble dans du tampon Tris, nous avons effectué les deux premières étapes de purification de 
MBP-AMSH 206 dans ce tampon ce qui nous a permis d’augmenter la solubilité de notre 
protéine. Alors, MBP-AMSH 206 élue de la colonne échangeuse d’anion dès 230mM de NaCl 
puis les agrégats toujours présents dans l’échantillon sont séparés lors de la dernière étape de 
filtration sur gel. Celle-ci permet aussi d’obtenir MBP-AMSH 206 dans du tampon 50 mM 
HEPES pH 7,4, 150 mM NaCl et 3,4 mM EDTA (tampon de SPR). Elle peut être répétée 
plusieurs fois et la protéine ainsi purifiée sera concentrée jusqu’à 15 µM. (figure 36) 
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Figure 36 : Profils d’élution de MBP-AMSH 206 sur colonnes échangeuse d’anion et de 
filtration sur gel. A) Elution et gel SDS-PAGE de colonne échangeuse d’anion HiTrap Q. B) 
Elution et gel SDS-PAGE de filtration sur gel S200. 
 
CHMP1A C-ter, 1B C-ter: 
Les protéines CHMP1A C-ter, CHMP1B C-ter ont-elles aussi été purifiées afin de réaliser des 
tests d’interaction avec AMSH 206. Elles ont été clonées dans le vecteur d’expression 
bactérienne pGEX4T3 et possèdent donc une étiquette GST (glutathion S-transferase). Cette 
étiquette est conservée et sera utilisée pour accrocher le ligand CHMP à une puce CM5. La 
première étape de purification est une colonne de glutathion sépharose suivie directement 
d’une filtration sur gel S200. Le profil d’élution (figure 37A et B) n’est pas parfaitement 
symétrique et les protéines éluent à un volume correspondant à une forme dimérique en 
solution. Cela peut être dû à une dimérisation de l’étiquette GST. Des produits de dégradation 
sont aussi visibles sur le gel SDS-PAGE (figure 37A et B) mais ils sont très minoritaires par 
rapport à la protéine d’intérêt. 
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. 
Figure 37 : Dernière étape de purification des protéines GST-CHMP1A C-ter et GST-
CHMP1B C-ter. A) Profil d’élution d’une colonne S200 et gel SDS-PAGE de GST-CHMP1A 
C-ter. B) Profil d’élution d’une colonne S200 et gel SDS-PAGE de GST-CHMP1B C-ter. 
I.1.3.2 Mesure des résonances plasmoniques de surface entre MBP-AMSH Nter206 et GST-
CHMP1A C-ter ou GST-CHMP1B C-ter (SPR) 
 
Afin d’étudier s’il existe différentes interactions entre AMSH et les protéines CHMP, nous 
avons mis en place des mesures de résonances plasmoniques de surface entre CHMP1A ou 
CHMP1B et AMSH 206(figures 38 et 39). A chaque changement à la surface de la puce, le 
signal est enregistré et retranscrit sur un sensogramme en RU (response unit ou resonance 
unit), c’est une unité arbitraire telle que 1 RU correspond à un changement d’angle de 
0,0001°. Lors de ces mesures CHMP1A ou 1B sont les ligands, attachés à la puce CM5 via 
des anticorps anti-GST et AMSH 206 est l’analyte, écoulé sur la surface. 
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Figure 38 : Analyse des résonnances plasmoniques de surface du complexe AMSH N-ter 
206/CHMP1A C-ter. 
 
 
Figure 39 : Analyse des résonnances plasmoniques de surface du complexe AMSH N-ter 
206/CHMP1B C-ter. 
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Les figures 38 et 39 montrent les résultats d’interaction mesurée par SPR obtenus pour 
AMSH 206 avec, respectivement, CHMP1A C-ter et CHMP1B C-ter. Grâce à la 
superposition du modèle théorique 1 :1 langmuir aux résultats expérimentaux et grâce aux 
calculs du logiciel BIAevaluation (Biacore), nous obtenons des constantes d’affinités (KD) de 
1,49 µM pour CHMP1A et 1,16µM pour CHMP1B. Ces deux valeurs sont très proches et 
environ 20 fois plus élevées que celle mesurée pour l’interaction CHMP3 et AMSH 206. Ce 
qui signifie que CHMP3 a une affinité 20 fois plus forte pour AMSH 206 que CHMP1A ou 
CHMP1B. Cette préférence d’AMSH pour CHMP3 peut être due à différents modes 
d’interaction. Alors, la mutation des résidus K88, E104 et K107, que nous avons identifiés 
précédemment comme étant des résidus clefs dans l’interaction CHMP3/AMSH, ne 
changerait pas la capacité d’AMSH à co-précipiter CHMP1A ou CHMP1B. Pour confirmer 
cette hypothèse, nous avons donc mis en place des essais de co-précipitation de CHMP1B par 
AMSH sauvage ou muté. 
I.1.3.3 Co-précipitation  
 
Ces essais de co-précipitation ont été effectués plusieurs fois afin de déterminer les meilleures 
conditions d’interaction sans qu’il y ait d’interactions non spécifiques. Après optimisation, le 
tampon final contient : 50 mM Tris pH 8.5, 500 mM NaCl, 10 mM imidazole, 0.25% CHAPS. 
Le CHAPS est essentiel pour limiter les interactions non spécifiques entre GST-CHMP1B et 
la résine de nickel. 
 
 
Figure 40 : Test d’interaction entre AMSH 146 et CHMP1B C-ter. Gauche : quantité de 
protéine utilisée pour chaque test. Droite : co-précipitation de CHMP1B par His-AMSH 146 
sauvage ou muté 
Nous pouvons remarquer dans la figure 40 que l’intensité de la bande de co-précipitation de 
CHMP1B par AMSH 146 sauvage est similaire à celle des bandes de co-précipitation par 
AMSH muté K88A ou E104A. La mutation de ces résidus n’a donc pas d’effet sur la liaison 
entre AMSH et CHMP1B. Ce résultat est différent de celui observé pour CHMP3 et confirme 
que les résidus impliqués dans l’interaction entre AMSH et CHMP3 ne sont pas les mêmes 
que ceux impliqués dans l’interaction de notre enzyme avec CHMP1B. 
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Les résultats de co-précipitation d’AMSH sauvage ou muté et CHMP3/CHMP1B et de 
mesure d’interaction par SPR confirment que malgré leur structure similaire en hélice-α 
CHMP3 C-ter et CHMP1A/1B C-ter doivent interagir avec AMSH de manière différente. Ces 
données ont permis de compléter celles obtenues auparavant au sein de l’équipe et d’aboutir à 
la publication d’un article scientifique dans le journal Structure intitulé : «Structural basis for 
ESCRT-III CHMP3 recruitment of AMSH » (annexe). 
I.2. Interactions entre UBPY et les protéines CHMP 
 
Malgré une faible conservation de séquence, les structures des parties N-terminales d’AMSH 
et UBPY sont très proches (figure 41). En effet, ces deux structures forment un domaine MIT 
qui est capable d’interagir avec le domaine MIM des protéines du complexes ESCRT-III 
(Avvakumov et al., 2006) (Solomons et al., 2011) (Row et al., 2007) (Agromayor and Martin-
Serrano, 2006). Notamment, AMSH et UBPY peuvent toutes deux interagir avec CHMP1B. 
 
Figure 41 : Superposition structurale des parties N-terminales d’AMSH et UBPY. Violet : 
AMSH, Bleu : UBPY. (Codes PDB : AMSH : 2XZE, UBPY : 2A9U) 
 
De plus, des résultats obtenus par notre collaboratrice Anne-Claire Jacomin, dans l’équipe du 
Dr. Marie-Odile Fauvarque ont montré qu’in vivo  CHMP1B est relocalisée du noyau vers le 
cytoplasme lorsqu’UBPY est surexprimée et qu’il y a co-précipitation entre CHMP1B (entière 
ou C-ter) et la partie N-terminale d’UBPY 1-133 (Anne-Claire Jacomin) (figure 42). 
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Figure 42 : Relocalisation de CHMP1B due à la surexpression d’UBPY. (Anne-Claire 
Jacomin) 
La cristallisation de ce complexe permettrait d’obtenir plus d’informations sur les interactions 
qu’il existe entre UBPY et CHMP1B et d’enrichir les connaissances sur les interfaces formées 
par les domaines MIM et MIT et le recrutement des ubiquitines-hydrolases au sein des 
processus cellulaires impliquant la machinerie ESCRT. 
I.2.1 Essais de co-purification 
 
Dans un premier temps, nous voulions confirmer l'existence de l'interaction in vitro entre nos 
constructions d’UBPY N-ter (8-138) et CHMP1B C-ter (126-199), nous avons donc essayé de 
co-purifier ces deux protéines. Pour le premier essai, les étiquettes GST pour CHMP1B et 
hexa-histidine pour UBPY sont conservées et la co-purification se fait sur une colonne de 
résine de nickel (figure 43). 
Figure 43 : Co-purification de CHMP1B C-ter et UBPY N-ter sur colonne de résine de nickel. 
M : marqueur, L : (load) charge, FT: (Flow through) non retenu, W : (wash) lavage 
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Comme nous pouvons le remarquer dans la figure 43, la protéine GST-CHMP1B C-ter se 
retrouve dans la fraction qui n'est pas retenue par la colonne ou dans les deux premiers 
lavages alors que la protéine hexa-histidine-UBPY N-ter est très bien accrochée sur la résine 
et est éluée avec 300 mM d'imidazole. Cette expérience ne confirme pas l’interaction entre 
notre construction d’UBPY 8-138 et la partie C-terminale de CHMP1B. Nous avons donc 
utilisé d’autres tests permettant de mettre en évidence une interaction inter-protéique comme 
la co-purification sur colonne de filtration sur gel, la co-précipitation in vitro ou la mesure des 
résonances plasmoniques de surface (SPR). 
 
Figure 44 : Co-purification sur colonne de filtration sur gel d'UBPY N-ter et CHMP1B C-ter. 
A) Profil d'élution d'UBPY seule (courbe bleue) ou UBPY avec CHMP1B (courbe verte). B) 
Gel SDS-PAGE de la co-élution de CHMP1B et UBPY 
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CHMP1B C-ter n’ayant pas d’acides aminés aromatiques permettant de mesurer l’absorption 
à 280 nm, le seul signal visible sur le profil d’élution de la colonne de filtration sur gel est 
celui d’UBPY. La figure 44 montre que lorsqu'UBPY est en présence de CHMP1B  elle est 
éluée plus tôt de la colonne de filtration sur gel. Ce décalage, remarqué sur une même 
colonne, lors de deux purifications successives, est de 1 mL et pourrait provenir soit d’une 
interaction entre ces deux protéines soit du fait que nous avons injecté une quantité différente 
d’UBPY lors de la purification du complexe afin d’obtenir un excès de CHMP1B. Nous 
pouvons aussi observer sur la figure 44A que le volume d’élution d’UBPY est proche d’une 
protéine globulaire de 43 kDa. Cela signifierait qu4UBPY est dimérique en solution ou très 
allongée. 
I.2.2 Co-précipitation 
 
Les résultats obtenus lors des expériences de co-purification et de filtration sur gel 
sont contradictoires, c'est pourquoi nous avons continué à effectuer des tests et notamment 
une co-précipitation sur résine de nickel. Les deux protéines sont d'abord purifiées 
séparément. L'étiquette hexa-histidine d'UBPY est conservée alors que la GST est coupée et 
séparée de CHMP1B. 
Figure 45 : Co-précipitation de CHMP1B C-ter et UBPY N-ter. C : charge, NL : non lié, L : 
lavage, El : élution, M : marqueur 
Le gel SDS-PAGE de la co-précipitation d’UBPY et CHMP1B (figure 45), montre que, 
malgré un très grand excès d’UBPY, CHMP1B n’est pas retenu par cette dernière et élue dans 
les fractions de lavage. Nous avons démontré précédemment que l’interaction qu’il existe 
entre AMSH et CHMP1A/1B est une interaction faible, de l’ordre du µM. Il est possible que 
l’interaction entre UBPY et CHMP1B soit encore plus faible et qu’elle nécessite une 
technique plus sensible pour définir si oui ou non cette interaction existe. Pour répondre à 
cette question, nous avons utilisé la technique de SPR. 
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I.2.3 Résonance plasmonique de surface 
 
La résonance plasmonique de surface est la technique appropriée pour détecter de 
faibles interactions et avec peu de matériel biologique. Cependant, la détection du signal peut 
être de plus ou moins bonne qualité selon la mise en place de l'expérience. C'est pourquoi 
nous avons testé différents montages : soit CHMP1B attachée à la puce via son étiquette GST 
et des anticorps anti-GST soit UBPY biotinylée et capturée sur la surface de la puce par de la 
streptavidine. L'autre protéine est alors écoulée dans un flux continu dans les différentes 
cellules de la puce. La quantité de ligand à fixer sur la puce a été déterminée grâce à la 
formule :  
Rligand= (Rmax * Mw ligand)/ Mw analyte              (5) 
avec Rligand, la quantité de ligand à fixer, Rmax la réponse maximum désirée et Mw, les 
poids moléculaire du ligand ou de l’analyte. Pour un Rmax de 100 RU, généralement 
conseillé en SPR, cette valeur et de 184. Pour le premier essai, nous étions au-delà de cette 
valeur avec 293 RU de GST-CHMP1B fixée. His-UBPY a ensuite été injectée à une 
concentration de 2000 nM mais n’a produit aucun signal d’interaction. Nous avons alors 
essayé d’étudier cette interaction avec His-UBPY come ligand et GST-CHMP1B comme 
analyte. Pour cela nous avons biotinylé His-UBPY puis nous l’avons attachée dans une cellule 
de la puce via l’interaction avec de la streptavidine préalablement liée covalemment sur la 
surface. La quantité de His-UBPY biotinylée nécessaire pour obtenir théoriquement une 
réponse de 100 RU était de 54,3 RU. Cette fois encore nous étions au-delà de cette valeur 
avec 256 RU de His-UBPY biotinylée  fixée. Pour cet essai nous avons aussi augmenté 
significativement la concentration d’analyte avec une injection de GST-CHMP1B à 42 µM. 
Cette fois encore, nous ne détectons aucun signal et le sensogramme est plat. Il n'y a donc pas 
d'interaction in vitro entre nos constructions de CHMP1B C-ter et UBPY N-ter. Les raisons 
possibles de ce manque d’interaction seront discutées à la fin de ce manuscrit. 
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II. Etude de l’interaction entre AMSH et STAM et ses conséquences sur l’activité 
enzymatique de l’ubiquitine-hydrolase. 
 
AMSH interagit avec STAM2 notamment grâce à son domaine SH3 (Tanaka et al., 1999) 
(Sierra et al., 2010). Or, il a été montré que STAM possède trois domaines capables de lier 
l’ubiquitine : VHS, UIM et SH3 et que pour son domaine SH3 cette interaction est en 
compétition avec l’ubiquitine-hydrolase UBPY (Mayers et al., 2011)(Lange et al., 2011) 
(Lange et al., 2012a) (Lange et al., 2012b). Nous voulions savoir si les deux premiers 
domaines étaient aussi impliqués dans l’interaction entre STAM et AMSH et quelles seraient 
les conséquences d’une délétion d’un ou plusieurs de ces domaines dans l’activation 
d’AMSH. Pour répondre à cette question nous avons purifié différentes constructions de 
STAM contenant deux (UIM-SH3) ou trois domaines (VHS-UIM-SH3=VUS) (figure 46) 
interagissant avec l’ubiquitine. Nous avons ensuite étudié les interactions de ces domaines 
avec AMSH Fl par résonance plasmonique de surface puis analysé leur capacité à activer 
AMSH Fl lors d’essais enzymatiques. 
 
Figure 46 : Rappel de la position des différents domaines de STAM liant l’ubiquitine et des 
constructions utilisées lors de cette étude. 
II.1 Interaction entre AMSH Fl et la sous-unité STAM d’ESCRT-0 
 
Afin d’étudier l’interaction entre AMSH et les domaines UIM-SH3 ou VHS-UIM-SH3 de 
STAM nous avons tout d’abord purifié séparément ces protéines. 
II.1.1 Purifications 
 
AMSH Fl est purifiée comme décrit dans la section III.1.2. 
STAM2 UIM-SH3 : 
Le clone de STAM2 UIM-SH3 nous a été cordialement donné par l’équipe du Dr. Olivier 
Walker et comporte une étiquette Hexa-histidine/NusA. Nus A est une protéine très soluble 
qui favorise la purification de notre protéine d’intérêt. Cette étiquette ne sera pas conservée 
au-delà de la première étape de purification. STAM2 UIM-SH3 est bien exprimée et peut être 
purifiée en grande quantité. 
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Figure 47 : Profil d’élution et gel SDS-PAGE de l’étape de purification par filtration sur gel 
de STAM2 UIM-SH3 
La figure 47 montre que la protéine élue de la colonne de filtration sur gel S75 à un volume 
plus petit que ce que nous attendions pour une protéine de cette taille.  Ceci pourrait être du à 
une conformation allongée de la protéine ou à une forme dimérique présente en solution. 
Cependant, les analyses par RMN de cette construction par Lange et al., 2012 ont montré 
qu’elle adopte une structure flexible et allongée en solution et aucune forme dimérique n’a été 
rapportée. 
STAM2 VUS : 
STAM2 VUS est initialement exprimée avec une étiquette GST puis cette dernière est clivée 
et séparée sur colonne de résine de glutathion sépharose. La dernière étape, une colonne de 
filtration sur gel S75 permet d’obtenir une protéine qui élue à un volume de 10,5 ml ce qui 
correspondrait ici aussi à une protéine allongée. Nous remarquons lors de cette purification 
l’élution d’un pic d’agrégats mais celui-ci est séparé de notre protéine d’intérêt (figure 48). 
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Figure 48 : Profil d’élution et gel SDS-PAGE de la filtration sur gel de STAM2 VUS 
Cette protéine est ensuite utilisée comme analyte pour les études de résonance plasmonique de 
surface. 
II.1.2. Résonance plasmonique de surface 
 
Nous avons mesuré l’interaction entre AMSH Fl et STAM2 UIM-SH3 ou AMSH Fl et 
STAM2 V.U.S. Actuellement, aucune information n’est connue sur ces liaisons et cette étude 
nous permettrait de les comparer et d’analyser s’il existe une relation entre force d’interaction 
et activation de l’activité enzymatique d’AMSH. 
AMSH et STAM2 UIM-SH3: 
Afin de déterminer l’affinité de STAM2 UIM-SH3 pour AMSH Fl, nous avons mis en place 
des mesures des résonances plasmoniques de surface pour lesquelles AMSH était le ligand et 
STAM2 UIM-SH3 l’analyte. Après avoir fixé environ 9300 RU d’AMSH Fl, STAM2 UIM-
SH3 est écoulée à la surface de la puce à des concentrations allant de 1000 à 3000 nM. 
Aucune régénération n’est nécessaire entre deux mesures car le signal revient à la ligne de 
base après le délai de 10 minutes, la dissociation est donc totale. Nous avons ensuite analysé 
ces mesures grâce au logiciel BIAevaluation (Biacore AB) et déterminé les constantes 
d’association, de dissociation et d’affinité entre nos deux protéines.  
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Figure 49 : Mesure d’interaction entre AMSH Fl et STAM UIM-SH3 par résonance 
plasmonique de surface. A) Superposition du modèle théorique 1 :1 langmuir aux données 
expérimentales. B) Constantes de cinétique et d’affinité : ka=constante d’association, 
kd=constante de dissociation, Rmax=quantité maximum d’analyte pouvant être lié, KD= 
constante d’affinité, Chi2=valeur statistique C) Ecarts résiduels entre le modèle et les données 
expérimentales, une valeur comprise entre -2 et 2 montre que le modèle est en accord avec ces 
données 
Comme nous pouvons le remarquer dans la figure 49, le modèle choisi correspond assez bien 
aux données, la valeur de Chi
2
 est inférieure à 5% du Rmax et les résiduels sont compris entre 
-2 et 2. Les valeurs obtenues sont donc pertinentes. L’affinité de STAM2 UIM-SH3 pour 
AMSH est de 260 µM ce qui représente une interaction assez faible. Celle-ci est notamment 
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bien plus faible que l’interaction d’AMSH avec un autre de ses partenaires : CHMP3 C-ter 
(63 nM).  
AMSH et STAM2 V.U.S. : 
Pour analyser si le domaine VHS contribue au renforcement de la liaison entre AMSH et 
STAM, nous avons mesuré leur interaction par SPR. Lors de ces expériences, environ 2700 
RU d’AMSH ont été fixées à la surface de la puce et STAM2 V.U.S. a été écoulée à des 
concentrations variant de 750 à 9000 nM. La dissociation n’étant pas complète à la fin du 
délai mis en place après chaque injection, nous avons du établir une stratégie de régénération 
de la surface (tableau 4).  
 
Tableau 4 : Stratégie usuelle de régénération de surface  
Les solutions de régénération sont communément testées en commençant par la moins 
agressive afin de ne pas détériorer le ligand. Nous avons donc réalisé une première injection 
avec le tampon utilisé dans l’expérience (10 mM HEPES pH 7.4, 150 mM NaCl , 3.4 mM 
EDTA , 0.005% P20) contenant 1M de NaCl mais celle-ci ne nous a pas permis de retourner 
au signal de base. Après cela, plusieurs tampons ont été utilisés successivement : NaOH pH9, 
Glycine pH2,5, Ethylène glycol à différents pourcentages, sans résultats sur la dissociation du 
complexe. La dernière possibilité était d’injecter du SDS. Comme ce détergent peut aussi 
détériorer le ligand, nous avons dû réaliser plusieurs cycles d’injection de l’analyte suivi 
d’une régénération afin de trouver la condition pour laquelle STAM V.U.S. est totalement 
dissocié et le signal de base n’est pas affecté. Cette condition correspond à une injection d’une 
solution contenant 10 mM HEPES pH 7.4, 150 mM NaCl, 3.4 mM EDTA, 0.005 % P20 et 
0,010 % de SDS. Les résultats ont ensuite été analysés grâce au logiciel BIAevaluation 
(Biacore AB) et traités de la même façon que précédemment. 
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Figure 50 : Mesure d’interaction entre AMSH Fl et STAM V.U.S. par résonance plasmonique 
de surface. A) Superposition du modèle théorique 1 :1 langmuir aux données expérimentales. 
B) Constantes de cinétique et d’affinité : ka=constante d’association, kd=constante de 
dissociation, Rmax=quantité maximum d’analyte pouvant être lié, KD= constante d’affinité, 
Chi
2
=valeur statistique. C) Ecarts résiduels entre le modèle et les données expérimentales, une 
valeur comprise entre -2 et 2 montre que le modèle est en accord avec ces données 
Pour cette expérience le modèle théorique se superpose assez bien aux courbes 
expérimentales, le Chi
2
 est inférieur à 5% du Rmax et les résiduels sont compris entre -2 et 3, 
nous pouvons donc analyser les constantes cinétiques et d’affinité calculées et les comparer à 
celles obtenues pour STAM UIM-SH3 (figure 50). Le KD concernant l’affinité entre AMSH 
et STAM VUS est de 0,16 µM. C’est plus de 1600 fois inférieur à celui du complexe 
précédent. Cependant, cette valeur est surprenante lorsque nous la comparons aux résultats 
obtenus lors d’une co-purification de STAM VUS et AMSH Fl ou d’une migration sur gel 
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natif. En effet, sur colonne de filtration sur gel les deux protéines éluent dans deux pics 
proches mais distants de quelques fractions (figure 51A, pics 1 et 2) et sur gel natif nous ne 
remarquons aucun décalage de la bande d’AMSH ou de STAM VUS du à la formation du 
complexe (figure 51). Il semblerait donc que lors de ces expériences le complexe se dissocie, 
ce qui serait peu probable avec une constante d’affinité de 0,16 µM. Cette affinité serait donc 
surestimée et nous discuterons par la suite des raisons qui ont pu nous conduire à cette valeur. 
 
Figure 51 : Co-purification par filtration sur gel d’AMSH Fl et STAM VUS. A) profil 
d’élution de la colonne de filtration su gel S200. B) Gel SDS-PAGE correspondant à l’élution 
A. Les trois pics d’élution sont indiqués par des flèches numérotées et ces numéros sont repris 
dans la partie B. C) Migration sur gel natif d’AMSH et STAM seuls ou en complexe. 
 
II.2 Etude des conséquences des différents domaines de STAM sur l’activation de 
l’activité enzymatique d’AMSH 
 
L’activité enzymatique d’AMSH est connue pour être spécifique des chaînes d’ubiquitines 
liées par leur lysines K63 (Kim et al., 2006) (McCullough et al., 2006) et son mécanisme 
d’action a été précédemment décrit par Davies et al., 2011. Cependant certaines questions 
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demeurent : quel est le substrat ou quels sont les substrats d’AMSH in vivo ? Et comment 
cette protéase est-elle régulée ? En effet, lorsqu’elle n’est pas recrutée par ses partenaires du 
système ESCRT, AMSH est majoritairement présente dans le cytoplasme. Aussi, 
l’engagement de l’ubiquitine dans de nombreuses voies cellulaires implique que les dé-
ubiquitinases soient hautement régulées pour ne pas être actives en permanence. AMSH doit 
être maintenue sous cette forme inactive jusqu’à son recrutment à la membrane (Itoh et al., 
2001)(McCullough et al., 2004)(Kyuuma et al., 2006). Afin d’étudier cette régulation de 
l’activité enzymatique d’AMSH, de confirmer que l’activateur d’AMSH est bien la protéine 
STAM du complexe ESCRT-0 et de déterminer précisément quel(s) domaine(s) de cette 
protéine participe(nt) à l’activation de la dé-ubiquitinase, nous avons mis en place différents 
tests enzymatiques. 
 
II.2 .1 Première approche : observation de la réaction enzymatique à t=30 minutes 
 
Nous voulions tout d’abord contrôler si AMSH C-ter est bien active et si les conditions notre 
test de dé-ubiquitination sont adéquates. Pour cela, nous avons réalisé un test d’activité 
enzymatique in vitro de notre protéine sur de la di-ubiquitine liée par la lysine K63. 
 
Figure 52 : Test de dé-ubiquitination de la di-ubiquitine liée par la lysine K63 par AMSH C-
ter. 
La figure 52 montre que la di-ubiquitine liée K63 n’est pas spontanément hydrolysée. Par 
contre, la partie C-terminale d’AMSH est bien capable de dégrader entièrement la di-
ubiquitine en mono-ubiquitine après 30 minutes d’incubation.  Cette expérience confirme 
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donc que notre test fonctionne et nous pouvons maintenant l’appliquer à une cinétique 
enzymatique et à AMSH Fl seule ou en complexe avec STAM.  
Les expériences réalisées par d’autre équipes montrent une activité enzymatique d’AMSH Fl 
avec ou sans activateur, après 2H d’incubation avec son substrat ou, au mieux, après 15 
minutes (McCullough et al., 2006) (Kim et al., 2006). Les constantes cinétiques qui 
caractérisent une réaction sont : la constante de Michaëlis-Menten qui représente la 
concentration de substrat nécessaire pour une catalyse efficace, aussi appelée Km et le 
nombre de molécules de substrat fixés par un site actif par seconde, aussi appelée Kcat. Au 
sein d’une cellule les réactions enzymatiques peuvent être très rapides (acétylcholinestérase, 
Kcat/Km=1,6.10
8
M
-1
 s
-1) comme très lentes (β-secretase 1 (BACE1), Kcat/Km=46,6 M-1 s-1). 
De plus, les travaux conduits sur la partie C-terminale de l’homologue d’AMSH : AMSH-LP, 
ont mené à la détermination des constantes enzymatiques et Kcat/Km= 11,8. 10
3
M
-1
 s
-1
 (Sato 
et al., 2008) ou 156.10
3
M
-1
 s
-1
(Davies et al., 2011). Cette dernière équipe a aussi calculé ces 
constantes pour la partie C-terminale d’AMSH et obtient une valeur de Kcat/Km de 
43,8.10
3
M
-1
 s
-1
. Ils concluent alors que le domaine catalytique d’AMSH est moins efficace 
que celui d’AMSH-LP. Or, la différence des valeurs de Kcat/Km pour AMSH-LP entre les 
deux équipes, due à la différence de substrat selon Davies et al., est supérieure à celle calculée 
entre AMSH et AMSH-LP. Ces résultats doivent donc être reproduits afin d’être confirmés ou 
réfutés et cette étude pourrait être élargie à AMSH Fl afin d’obtenir les mêmes informations 
pour AMSH Fl et de vérifier si l’activité enzymatique observée sans activateur durant les 
études de Mc McCullough et al. et Kim et al. est réelle ou artéfactuelle, pour cela avons 
réalisé des études cinétiques avec deux techniques différentes : l’observation sur gel SDS-
PAGE ou par mesure de fluorescence. 
 
II.2.2 Tests de dé-ubiquitination et interprétation par la méthode SDS-PAGE 
 
La technique de visualisation par gel SDS-PAGE a pour avantage de permettre d’obtenir des 
résultats rapidement et au sein de notre laboratoire. Elle est aussi moins couteuse que les 
études avec un substrat fluorescent et permet de tester une plus grande quantité de 
combinaisons. Elle est cependant moins précise pour la détermination des constantes 
cinétiques car elle repose sur une évaluation de l’intensité des bandes et non sur une mesure 
exacte. Nous avons dans un premier temps testé l’activité d’AMSH seule ou en complexe 
avec différentes constructions de STAM2. 
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Figure 53 : Test cinétique de dé-ubiquitination de la di-ubiquitine K63 par AMSH Fl en 
complexe avec STAM2 VUS. 
La figure 53 représente les résultats typiques obtenus lors des tests de dé-ubiquitination. Ici, 
alors qu’AMSH est en complexe avec STAM VUS, nous apercevons l’apparition d’une bande 
de mono-ubiquitine dès 30 secondes. L’intensité des bandes de di-ubiquitine est ensuite 
calculée grâce au logiciel ImageJ, puis elle est normalisée et la moyenne des triplicats est 
représentée sous forme de graphique afin de pouvoir comparer les différents tests.  
 
Figure 54 : Essais de dé-ubiquitination par AMSH Fl seule ou en complexe avec STAM UIM-
SH3 ou STAM VUS. A) Disparition de la bande de di-ubiquitine K63. B) Apparition de la 
mono-ubiquitine. 
Nous observons dans la figure 54A qu’AMSH Fl seule est très peu active. En effet, même 
après 30 minutes de réaction, moins de 50% de la di-ubiquitine est hydrolysée en ubiquitine 
(courbe violette). Au contraire, les courbes rouge et bleue, qui représentent la dégradation de 
la di-ubiquitine par AMSH en complexe avec STAM2 UIM-SH3 ou avec STAM2 VUS, 
montrent que dès 5 minutes de réaction plus de 50% de la di-ubiquitine a été hydrolysée. 
Nous pouvons donc conclure qu’AMSH Fl seule est une forme inhibée et que STAM est 
nécessaire pour lever cette inhibition. Cependant, la présence ou non du domaine VHS de 
STAM2 ne modifie pas son efficacité d’activation. Les gels SDS-PAGE de la figure 54B 
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permettent de mieux observer l’apparition de la mono-ubiquitine. Ici aussi nous remarquons 
dès 30 secondes un signal de mono-ubiquitine pour AMSH en complexe avec STAM UIM-
SH3 ou VUS alors que ce même signal apparait seulement après 5 minutes pour AMSH Fl 
seule. 
II.2.3 Tests de dé-ubiquitination et interprétation par mesure de fluorescence  
 
Nous avons montré dans les paragraphes précédents qu’AMSH Fl seule n’est pas ou peu 
active et que les constructios UIM-SH3 ou VUS de STAM interagissent avec cette enzyme 
afin de lever l’auto-inhibition. Pour compléter cette étude cinétique de l’activité enzymatique 
il serait intéressant de déterminer les valeurs du Km ainsi que du Kcat d’AMSH. Pour cela 
nous avons réalisé des essais de dé-ubiquitination par AMSH Fl seule ou en complexe avec 
STAM2 VUS avec comme substrat de la di-ubiquitine K63 commerciale contenant un 
fluorophore et une molécule inhibant le signal de fluorescence (appelé « quencher » par la 
suite) (LifeSensors, Inc.). Quand la di-ubiquitine est intacte, le fluorophore (F) n’émet pas de 
signal alors que quand le clivage a lieu, le fluorophore s’éloigne du quencher (Q) et peut ainsi 
produire un signal rouge qui sera enregistré par un spectrophotomètre (figure 55). Le 
fournisseur propose différents substrats avec des positions de fluorophore et de quencher 
différentes et confidentielles. Il faut donc tester les six substrats afin de déterminer lequel est 
le plus approprié pour la suite des expériences. 
 
Figure 55 : Schéma de l di-ubiquitine liée K63 fournie par LifeSensors 
Le signal émis par la molécule fluorescente est enregistré puis reporté sur un graphique afin 
de comparer les résultats obtenus pour AMSH Fl seule ou en complexe avec STAM VUS et à 
deux concentrations différentes. Le substrat est à une concentration initiale fixe de 200nM. 
Ces mesures permettent d’obtenir des résultats beaucoup plus précis que par l’analyse de gels 
SDS-PAGE et ont été mises en place et réalisées avec l’aide de Caroline Barette et Magda 
Mortier de l’équipe de Marie-Odile Fauvarque au CEA de Grenoble. 
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Figure 56 : Exemple de signal obtenu pour la dé-ubiquitination de substrat fluorescent par 
AMSH Fl seule ou en complexe avec STAM VUS. 
Le signal obtenu pour des concentrations protéiques de 10 nM est reporté dans la figure 56. 
Nous pouvons remarquer que ce signal est très faible et que la réaction n’atteint jamais un 
plateau. Il est donc difficile d’évaluer le meilleur substrat à cette concentration et nous 
travaillerons par la suite avec 100 nM de chaque protéine. 
Figure 57 (deux pages suivantes) : Tests d’hydrolyse de la di-ubiquitine liée K63 fluorescente 
par AMSH Fl ou AMSH Fl/STAM VUS à 100nm. A) Substrat 1. B) Substrat 2. C) Substrat 3. 
D) Substrat 4. E) Substrat 5. F) Substrat 6. 
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Les tests réalisés avec 100 nM d’enzyme et d’activateur ont une réponse 4 fois supérieure aux 
tests précédents et, dans certains cas, un plateau est atteint et le substrat est alors totalement 
digéré par l’enzyme. Certaines réactions montrent une différence marquée entre AMSH Fl 
seule ou AMSH Fl en complexe avec STAM2 VUS (A-D) alors que pour les substrats 5 et 6 
(E-F) l’activateur n’a pas un effet dramatique (figure 57). Dans le cas du substrat 5, le signal 
est presque aussi faible que lors des tests à 10 nM d’AMSH, nous pouvons donc conclure que 
ce substrat ne permet pas une bonne activité ubiquitine-hydrolase d’AMSH probablement à 
cause d’un encombrement stérique dû à la position du fluorophore ou du quencher. Pour le 
substrat 6, le signal est presque aussi élevé que pour les autres molécules mais à 10 minutes 
AMSH Fl seule clive presque autant qu’AMSH activée. Ceci peut s’expliquer par le fait qu’en 
interagissant avec notre enzyme, le fluorophore ou le quencher déplace la partie auto-
inhibitrice d’AMSH et permet alors une activité presque optimale, celle-ci serait donc 
artéfactuelle. Le signal plus important lorsqu’AMSH Fl est en présence de STAM2 VUS 
observé pour les substrats 1 à 4 (courbes A-D) est en accord avec les résultats obtenus 
précédemment et est un critère important dans le choix du substrat pour la suite des 
expériences. Le deuxième critère de sélection est la reproductibilité des résultats traduite par 
les barres d’erreur. Après comparaison de tous ces résultats (figure 58) le substrat 2 est 
sélectionné pour continuer les expériences. 
 
Figure 58 : Comparaison de la dé-ubiquitination de tous les substrats fournis par LifeSensors 
Afin de déterminer quels sont le Km et le Kcat de cette réaction, il est nécessaire de réaliser 
ces expériences à une concentration fixe en enzyme et de varier la concentration en substrat. 
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Aussi, pour pouvoir analyser ces résultats et obtenir des valeurs molaires, il faut enregistrer et 
quantifier le signal que donne une mole d’ubiquitine-fluorophore. Ces expériences n’ont pas 
encore pu être réalisées. 
II.2.4 Comparaison des résultats obtenus en fluorescence et en gel SDS-PAGE 
 
Nous pouvons comparer les résultats obtenus grâce aux deux techniques précédentes afin de 
vérifier la reproductibilité de nos données. Cependant, le test analysé en gel SDS-PAGE 
mesure la disparition de la di-ubiquitine alors que le test mesurant la fluorescence est basé sur 
l’apparition de la mono-ubiquitine. Pour les données de mesure de fluorescence, nous avons 
donc calculé, pour chaque test enzymatique, la quantité de di-ubiquitine disparue 
correspondante à l’apparition de mono-ubiquitine. Nous pouvons alors constater que ces 
expériences produisent des résultats similaires. En effet, dans la figure 59, la barre orange 
indique le taux de 50% de disparition d’Ub2 et, pour les deux expériences, AMSH Fl seule ne 
franchit jamais cette barre alors qu’AMSH Fl en complexe avec STAM2 VUS l’atteint dès 5 
minutes de réaction. Cependant, nous remarquons aussi que la diminution des barres du 
graphique B, traduisant l’apparition de mono-ubiquitine mesurée par fluorescence, est plus 
régulière que celle du graphique A. Ceci provient d’une plus grande précision des mesures de 
fluorescence. 
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Figure 59 : Comparaison des tests cinétiques de dé-ubiquitination enregistrés par deux 
techniques différentes. A) Interprétation grâce à un gel SDS-PAGE . B) Interprétation par 
mesure de fluorescence . VUS : VHS-UIM-SH3 
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III. AMSH Fl : de la purification à la caractérisation structurale. 
III.1.  Optimisation du protocole de purification d’AMSH via l’étude de différentes 
constructions 
 
Aujourd’hui les structures des parties N-terminale et C-terminale d’AMSH sont connues 
(Davies et al., 2011) (Solomons et al., 2011). Cependant, aucune information à propos de leur 
arrangement l’une par rapport à l’autre ou de la conformation adoptée par la boucle flexible 
n’est disponible. Pourtant, ceci permettrait de mieux comprendre le fonctionnement de cette 
enzyme et plus particulièrement de sa régulation.  
Lorsque j’ai commencé à travailler sur ce projet, Julianna Solomons, ancienne doctorante de 
l’équipe, avait déjà réalisé des tests de solubilité et de pureté sur AMSH Fl avec ou sans 
étiquette hexa-histidine et exprimée en bactéries ou en cellules d’insecte.  La construction 
exprimée en cellule d’insecte avec une étiquette hexa-histidine était soluble mais facilement 
dégradée. Avec cette même construction exprimée en cellules E.coli, elle obtenait un 
échantillon sans dégradation mais hétérogène après l’étape de filtration sur gel. Enfin, son 
dernier essai : AMSH Fl sans étiquette exprimée en bactéries, était soluble mais contaminée 
par des dégradations. Mon but était donc, à partir de ces résultats préliminaires, d’optimiser 
cette purification afin de pouvoir cristalliser AMSH Fl et d’obtenir plus d’informations sur 
l’arrangement de ses différents domaines. 
La dégradation d’AMSH Fl, problème majeur lors de la purification, peut être due à une 
protéolyse spontanée à cause de la flexibilité de la boucle, à une contamination de 
l’échantillon par des protéases qui auraient facilement accès aux parties flexibles de la 
protéine ou à une auto-protéolyse aspécifique lorsqu’AMSH est très concentrée. Afin de 
prévenir ces différents problèmes nous avons mis en place plusieurs stratégies :  
- ajout d’anti-protéase lors de la purification : EDTA et/ou pastille anti-protéase (Roche) 
- mutation du site actif d’AMSH Fl (D348A) 
- clonage, expression et purification de constructions comprenant une boucle plus courte voire 
aucun des acides aminés de la boucle (link5, BrFl) 
III.1.1. AMSH link5 et AMSH D348A 
 
Ces deux constructions d’AMSH ont été étudiées en parallèle et ont permis d’ajouter une 
étape clef au protocole final de purification d’AMSH Fl. La première étape de la procédure 
initiale commençait par une lyse par sonication, puis une purification sur colonne échangeuse 
d’anion Q sépharose avec une élution par un gradient linéaire de NaCl réalisé grâce à un 
système automatisé (Akta purifier, GE Healthcare). L’étape finale était une filtration sur gel 
sur colonne S75. (figure 60 et 61) 
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Figure 60 : Premier essai de purification d’AMSH link5. A) Profil d’élution et gel SDS-
PAGE de la colonne échangeuse d’anion Q sépharose. B) Profil d’élution et gel SDS-PAGE 
de filtration sur gel sur colonne S75. 
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Figure 61 : Premier essai de purification d’AMSH D348A. A) Profil d’élution et gel SDS-
PAGE de la colonne échangeuse d’anion Q sépharose. B) Profil d’élution et gel SDS-PAGE 
de filtration sur gel sur colonne S200. 
Comme nous pouvons le remarquer sur les figures 60 et 61, ces étapes de purification ne sont 
pas suffisantes et de nombreux produits de dégradation persistent après la filtration sur gel. Ce 
problème provient, entre autre, du fait que l’élution de la colonne d’échangeuse d’anion, à 
environ 99 mM de NaCl pour AMSH link5 et 105 mM de NaCl pour AMSH D348A, ne 
permet pas de séparer les contaminants d’AMSH. Nous avons donc modifié cette élution et 
utilisé un gradient de NaCl par pallier, réalisé avec une pompe péristaltique (figure 62A). 
Cette étape a permis d’éliminer beaucoup de contaminants et de produits de dégradation 
(figure 62B). Le profil d’élution de cette colonne montre cependant une certaine hétérogénéité 
le long du pic principal, probablement due à différentes conformations de notre protéine en 
solution. 
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Figure 62 : Purification d’AMSH D348A : élution de colonne échangeuse d’anion Q 
sépharose avec gradient par pallier de NaCl. A) Gel SDS-PAGE de l’élution de la résine Q 
sépharose. B) Profil d’élution et gel SDS-PAGE de la filtration sur gel. 
En parallèle de cette évolution, une autre technique a été utilisée pour AMSH link5 : la 
précipitation au sulfate d’ammonium. Cette dernière est basée sur la solubilité différentielle 
des protéines, c’est-à-dire, sur le fait que selon la concentration du sel présent dans la 
solution, ici le sulfate d’ammonium, certaines protéines auront tendance à précipiter plus que 
d’autres. Alors, après centrifugation, nous obtiendrons deux phases, le surnageant et le culot. 
L’idéal est d’obtenir notre protéine dans une phase et les contaminants dans l’autre. C’est ce 
qui se passe lorsqu’un volume d’AMSH link5 concentrée est mis en contact avec un volume 
de sulfate d’ammonium à 3M. (figure 63)  
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Figure 63 : Test de précipitation d’AMSH link5 par le sulfate d’ammonium. La condition 
sélectionnée est indiquée par une étoile bleue. S : surnageant, C : Culot 
 
Figure 64 : Filtration sur gel d’AMSH link5 après amélioration du protocole. Haut : Profil 
d’élution d’AMSH link5 sur colonne de filtration sur gel. Bas : Gel SDS-PAGE 
correspondant à l’élution d’AMSH link5. 
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L’évolution d’un gradient linéaire vers un gradient en pallier et l’ajout de l’étape de 
purification au sulfate d’ammonium ont permis d’améliorer considérablement la qualité de 
notre échantillon (figure 64). Cependant, AMSH link5 reste très hétérogène. En effet, des 
mesures de DLS (Dynamic Light Scattering) ont montré que même à une concentration de 
0,56 mg.mL
-1
,
 
AMSH link5 a une polydispersité de 60%. Nous avons donc poursuivi avec 
AMSH D348A uniquement, que nous avons envoyé à la plateforme de cristallisation à haut 
débit de l’EMBL de Grenoble à une concentration maximale de 4,6 mg.ml-1 mais sans succès 
(figure 65). Pourtant, malgré une légère épaule visible sur le profil d’élution de la purification 
par filtration sur gel, cet échantillon avait une polydispersité de 14,8 % donc, en dessous du 
seuil des 20% généralement tolérés. Au delà de cette concentration une forte agrégation est 
observée dans de nombreux puits, nous sommes donc à la limite de solubilité. Nous pouvons 
cependant mettre à profit les informations acquises et les appliquer à la purification d’AMSH 
Fl. 
 
Figure 65 : Profil d’élution d’AMSH D348A utilisée pour des essais de cristallisation  
III.1.2. AMSH Fl 
 
Grâce aux optimisations de protocole décrites précédemment, nous pouvons envisager à 
nouveau de purifier et cristalliser AMSH Fl. Lors de l’étape finale de filtraton sur gel sur 
colonne S75, AMSH élue à un volume d’environ 8,5 mL, ce qui correspondrait à une forme 
monomérique mais très allongée. Cet échantillon est ensuite transmis à la plateforme de 
cristallisation à haut débit de l’EMBL Grenoble à des concentrations allant jusqu’à 5 mg.ml-1. 
Lors de mesures de DLS nous avons constaté qu’à cette concentration l’échantillon a une 
polydispersité de 22 % et que celle-ci augmentait avec la concentration (à partir de 17% à 1 
mg.ml
-1
). De plus, lorsque nous analysons cet échantillon sur gel natif nous remarquons 
qu’une hétérogénéité persiste. Il se peut qu’AMSH adopte différentes conformations en 
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solution ou que des dégradations de cette protéine restent attachées à la forme entière et que 
cette hétérogénéité empêche la cristallisation. En effet, lors de certains essais de purification 
nous avons observé des bandes de dégradations plus petites qu’AMSH Fl mais éluant dans le 
même pic. Ce résultat peut indiquer qu’AMSH serait capable d’interagir avec elle-même mais 
nous n’avons pu démontrer cette hypothèse avec certitude. 
 
Figure 66 : Purification d’AMSH Fl. A) Profil d’élution de filtration sur gel. B) Gel SDS-
PAGE correspondant à l’élution A. C) Echantillon concentré et utilisé pour la cristallogenèse 
chargé sur gel SDS-PAGE et gel natif. 
Peu de conditions ont donné des résultats positifs et les conditions pour lesquelles un espoir 
était apparu au robot de cristallisation ont été reproduites à la main par la technique de 
diffusion de vapeur en goutte suspendue mais n’ont pas permis d’obtenir de nouveaux 
cristaux. Nous avons essayé de pêcher ces cristaux afin de les congeler et d’analyser leur 
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diffraction des rayons X mais ces derniers étaient trop fragiles et se sont dissous très 
rapidement (figure 67). 
 
 
Figure 67 : Résultats positifs obtenus grâce au robot de cristallisation à haut débit de l’EMBL 
pour AMSH Fl. A) 0.20M sulfate de lithium, 0.1M bis-tris pH5.5, 25 % PEG3350, 4°C. B) 
0.2M chlorure de lithium pH6,7, 20% PEG3350. C) 0.2M formate de sodium, 20% PEG3350. 
 
Cependant, après des affinements et des recherches réalisés à la main autour de plusieurs 
conditions, des cristaux se sont formés dans une des compositions (figure 68). Cette solution, 
présente dans le réservoir et composée de fluorure d’ammonium (250 à 275 mM) et de 
PEG3350 (30 à 36%) est mélangée au rapport volumique 1 :1 avec AMSH Fl à 2,2 mg.mL
-1
.  
Nous obtenons alors des cristaux hexagonaux. Ces cristaux ont été lavés, dissous et chargés 
sur gel SDS-PAGE. Une faible bande correspondant à AMSH Fl était visible sur ce gel et 
c’est pourquoi nous avons enregistré leur cliché de diffraction des rayons X. 
Malheureusement ce dernier contient peu de taches, très intenses et espacées ce qui est 
caractéristique d’une diffraction de cristal de sel. Nous avions donc cristallisé du fluorure 
d’ammonium.  
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Figure 68 : Résultats obtenus lors d’essais de cristallisation d’AMSH Fl. A) Cristaux de 
fluorure d’ammonium. B) Cliché de diffraction. 
Malgré nos efforts nous n’avons jamais pu cristalliser AMSH Fl. Pourtant les parties C-
terminale et N-terminale ont toutes deux été cristallisées et leur structure a été résolue par 
analyse de diffraction aux rayons X (Solomons et al., 2011) (Davies et al., 2011). Ceci 
indique que la partie supplémentaire de notre construction, c’est-à-dire la boucle flexible, 
apporte trop d’instabilité et de flexibilité. Nous avons donc décidé de travailler sur de 
nouvelles constructions. 
III.1.3. AMSH EKE et AMSH Fl lys met 
 
Comme nous ne pouvions pas cristalliser un échantillon pur d’AMSH Fl et comme sa 
séquence primaire contient beaucoup de résidus hydrophiles (notamment des lysines), nous 
avons essayé de diminuer la solubilité de cette protéine et donc de faciliter les rencontres entre 
les molécules en limitant les répulsions inter-protéines afin d’augmenter les chances de 
cristallisation. Pour cela nous avons élaboré deux stratégies : la mutation des résidus d’une 
zone hydrophile à la surface de la protéine ou la méthylation des lysines. 
AMSH EKE : 
En 1999, deux équipes ont montré par des analyses statistiques que les lysines (K) et les 
acides glutamiques (E) étaient majoritairement localisés en surface et peu fréquemment 
retrouvés dans des interfaces protéine-protéine (Baud et Karlin, 1999) (Conte et al., 1999). Ce 
sont donc ces résidus que le serveur SERp (http://services.mbi.ucla.edu/SER/) propose de 
muter en alanine afin de diminuer l’entropie et de favoriser la cristallisation. 
AMSH contient 31 lysines et 43 acides glutamiques ce qui représente au total plus d’un 
sixième de sa séquence primaire. Nous avons donc soumis cette séquence à une analyse par le 
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serveur SERp et celui-ci nous a proposé de muter trois zones en alanine : les lysines K125 à 
K127, les résidus E 175, K176 et K 177 ou les résidus K144, E145 et K146 (figure 69). 
 
Figure 69 : Résultat de l’analyse de la séquence primaire d’AMSH par le serveur SERp. SERp 
Score : un score est attribué à chaque résidu de la séquence en fonction de son entropie puis la 
moyenne est calculée. Plus cette moyenne est élevée, plus la nouvelle séquence est optimale 
pour une amélioration de cristallisation.  
Parmi ces trois zones, deux font partie de la structure du domaine MIT d’AMSH en complexe 
avec le domaine MIM de CHMP3 cristallisé par Julianna et ne sont donc pas un frein majeur à 
la cristallisation. C’est pourquoi nous avons décidé de muter en priorité la zone numéro 2 : 
175 EKE 177 en alanines. 
Après les modifications réalisées, nous avons inséré AMSH Fl EKE dans le vecteur pASK-
IBA-43+ afin de la purifier selon le même protocole qu’AMSH Fl. Cependant, lors du 
premier essai, nous avons constaté que la bande correspondant à AMSH EKE sur gel SDS-
PAGE ou par western-blot avec des anticorps anti-AMSH, était majoritairement présente dans 
la fraction non retenue ou le lavage avec le tampon de lyse et très peu présente dans les 
fractions d’élution à 50 ou 75 mM de NaCl (figure 70A et B). Nous avons donc augmenté le 
pH et supprimé le sel du tampon de lyse afin d’optimiser l’accroche de notre protéine à la 
résine de Q sépharose. Comme nous pouvons le voir sur la figure 70C, ces modifications 
n’ont pas apporté d’amélioration. Cela confirme que les résidus 175 EKE 177 étaient bien en 
surface et nous pouvons penser qu’ils participaient à l’interaction AMSH/résine Q sépharose. 
Afin de tout de même étudier cette protéine, nous avons envisagé le clonage du gène AMSH 
EKE dans un vecteur d’expression bactérienne contenant une étiquette hexa-histidine ajoutée 
à l’extrémité C-terminale de la protéine et celui-ci est en cours. 
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Figure 70 : Essai de purification d’AMSH EKE par colonne échangeuse d’anion Q sépharose. 
A) Gel SDS-PAGE du premier essai avec le tampon de lyse d’AMSH Fl (pH 8, 25 mM 
NaCl). B) Western-blot avec anticorps anti-AMSH correspondant au gel SDS-PAGE A. C) 
Western-blot avec anticorps anti-AMSH du deuxième essai de la purification avec tampon de 
lyse sans sel et à pH 8,5. I : induction, FT : non accroché, W : lavage. 
AMSH Fl lys met : 
La méthylation de lysines est une autre technique qui permet de réduire la solubilité des 
protéines et ainsi d’augmenter les chances de cristallisation (Walter et al., 2006). AMSH Fl 
est purifiée comme précédemment jusqu’à l’étape de précipitation au sulfate d’ammonium 
puis elle est resuspendue dans du tampon de méthylation. Après le procédé, qui dure au total 
une nuit, AMSH est purifiée par filtration sur gel puis sur échangeuse d’anion Mono Q avant 
une dernière filtration sur gel. Comme nous pouvons le remarquer dans la figure 71, à la fin 
de ce protocole nous obtenons une protéine sans contaminants et soluble, et l’échantillon 
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parait homogène sur gel natif. Celui-ci a donc été confié à la plateforme de cristallisation à 
haut débit de l’EMBL à une concentration de 3,8 mg.ml-1 mais seuls des cristaux de sels ont 
été observés. 
 
Figure 71 : Purification d’AMSH Fl lys met, première filtration sur gel et colonne échangeuse 
d’anion Mono Q. A) Profil d’élution de la première filtration sur gel. B) Gel SDS-PAGE 
correspondant à l’élution en A. C) Gel natif correspondant à la fraction 16 de la figure A et B. 
D) Profil d’élution de la colonne échangeuse d’anion Mono Q. E) Gel SDS-PAGE 
correspondant à l’élution D. F) Comparaison sur gel natif de l’échantillon avant et après 
méthylation. Mét : méthylation 
 
III.1.4. AMSH BrFl : à la recherche d’un homologue d’AMSH Fl 
 
La diminution des répulsions entre protéines au sein de notre échantillon n’a pas permis de 
cristalliser AMSH Fl humain, ni d’obtenir des informations structurales à l’échelle atomique. 
Nous pourrions cependant travailler sur une forme plus courte de cette protéine ne contenant 
pas la boucle flexible qui empêche probablement la formation d’un cristal. C’est pourquoi 
nous avons réalisé une étude bioinformatique afin d’identifier un tel homologue d’AMSH. 
Tout d’abord nous avons obtenu la liste des homologues connus d’AMSH sur le site String 
(http://string-db.org/). Celle-ci contenait 50 protéines dont la moitié était des homologues 
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d’AMSH-LP et non d’AMSH. Ensuite, les protéines trop proches d’AMSH humain 
(provenant du singe, du chien, du chat et autres mammifères) contenaient toutes la boucle 
dont nous ne voulions pas, ces homologues ont donc été écartés. Finalement, nous avons 
aligné les séquences des protéines restantes, vérifié la conservation des acides aminés 
importants pour la liaison à CHMP3 et ceux importants pour l’activité enzymatique d’AMSH 
et comparé leur prédiction de structure fournie par le logiciel GlobPlot 
(http://globplot.embl.de/) afin de sélectionner le meilleur candidat. (figures 72 et 73) 
 
Figure 72 : Alignement des séquences C-terminales d’AMSH humain et ses homologues chez 
Anolis carolinenesis, Zebra fish, Branchiostoma floridae et Ciona savignyi. Etoile verte : 
résidus important pour l’activité enzymatique, Etoile bleue : résidus important pour la liaison 
à CHMP3. 
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La figure 72 montre l’alignement de séquence d’AMSH et de ses homologues chez différentes 
espèces. Nous pouvons constater une grande conservation de séquence des domaines N-
terminal et C-terminal et plus particulièrement des résidus importants pour la liaison à 
CHMP3, indiqués par une étoile bleue, ainsi que ceux nécessaires à l’activité enzymatique 
d’AMSH, indiqués par une étoile vert. Ceci reflète l’importance des interactions réalisées par 
le domaine MIT d’AMSH ainsi que la conservation de son activité enzymatique au sein de 
l’évolution. Cependant, la région centrale, qui correspond à la boucle prédite non-structurée 
d’AMSH et à la zone d’interaction avec STAM n’est pas conservée. Elle est même absente 
dans certains organismes comme l’urochordée Branchiostoma floridae. Ceci pourrait indiquer 
que la nécessité pour l’activité enzymatique d’AMSH de lier la sous-unité STAM du 
complexe ESCRT-0 est apparue plus tard au cours de l’évolution  et qu’elle constitue un 
niveau de régulation avancé. 
 
Figure 73 : Prédiction de structure par le serveur GlobPlot d’AMSH humain et ses 
homologues chez Anolis carolinensis, Zebra fish, Ciona savignyi et Branchiostoma floridae. 
En comparant toutes ces données nous observons que l’homologue d’AMSH chez 
Branchiostoma floridae possède les résidus nécessaires à la liaison avec CHMP3 et à l’activité 
enzymatique, ne contient pas la boucle flexible et a une prédiction de structure plus stable. En 
effet, sur les graphiques obtenus grâce à GlobPlot, une pente négative représente un domaine 
ordonné et une pente positive une partie désordonnée. Nous retrouvons chez tous les 
homologues d’AMSH les deux pentes négatives correspondant aux domaines N-terminal et C-
terminal de la protéine mais AMSH de Branchiostoma floridae est la seule à ne pas avoir une 
courbe qui remonte entre les résidus 180 à 240 et qui est globalement en dessous de toutes les 
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autres. Nous avons donc choisi de cloner et de tenter de purifier cette protéine. Le clonage, 
confié à un stagiaire sous ma responsabilité, est en cours. 
 
III.2. Etude de diffusion de rayons X aux petits angles 
 
Nous avons utilisé la technique de diffusion de rayons X aux petits angles pour déterminer 
l’enveloppe globale de la structure d’AMSH seule ou en complexe avec STAM VUS ou 
CHMP3 en solution. En effet, cette technique permet d’obtenir des modèles de structures à 
basse résolution et il est ainsi possible de modéliser l’organisation de différents domaines, 
d’observer de grands changements conformationnels ou des réorganisations de structure lors 
de la formation d’un complexe. Ce travail et l’analyse des données ont été réalisés en 
collaboration avec le Dr. Jens Radzimanowski, post doctorant dans notre équipe. 
AMSH 
AMSH a été purifiée telle que décrit auparavant et des données de diffusion de rayons X aux 
petits angles ont été enregistrées à trois concentrations : 0,5, 1 et 1,5 mg.mL
-1
. 
Après avoir utilisé, pour chaque jeu de données, la moyenne des dix courbes enregistrées et 
soustrait la courbe correspondant au tampon, nous n’avons observé aucune précipitation pour 
l’échantillon le plus concentré. Nous avons donc regroupé les différentes courbes et conservé 
la courbe de l’échantillon le moins concentré pour les petits angles et celle de l’échantillon le 
plus concentré pour les plus grands angles. Ainsi, nous obtenons une courbe représentative de 
notre protéine en solution avec le meilleur rapport bruit/signal (figure 74A). Grâce à cette 
courbe et à l’approximation de Guinier,  nous avons pu calculer la fonction de distribution des 
distances P(r), ainsi que le rayon de giration Rg et le diamètre maximum Dmax. Ces données, 
indiquées dans la figure 74B-D, ont été utilisées par la suite pour construire un modèle ab 
initio. Alors, deux stratégies ont été mises en place en parallèle : l’obtention d’une enveloppe 
moyenne représentant les molécules en solution grâce aux logiciels DAMMIN et DAMMIF et 
la réalisation d’un modèle à basse résolution grâce au logiciel BUNCH. 
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Figure 74 : Données enregistrées pour AMSH Fl. A) Données brutes : Log(I) en fonction de s. 
B) Valeurs calculées à partir des données brutes d’AMSH Fl. C) Evaluation de la région de 
Guinier et calcul de Rg et Dmax. D) Fonction de distribution des distances P(r). Rg : rayon de 
giration, I : intensité, s : vecteur de diffusion, Dmax : diamètre maximum d’AMSH en 
solution, ua : unités arbitraires. Analyse des données : Jens Radzimanowski. 
Les logiciels DAMMIN et DAMMIF ont été utilisés pour simuler 10 modèles d’enveloppe 
correspondant aux données mesurées pour AMSH en solution. Les enveloppes moyennes 
obtenues grâce au logiciel DAMAVER sont présentées dans la figure 75. Elles sont très 
similaires et représente une structure très allongée de respectivement 123 et 124,5 Å. 
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Figure 75 : Enveloppe moyenne de la structure d’AMSH en solution obtenue à partir des 
logiciels DAMMIN et DAMMIF. A) Moyenne de 10 modèles obtenus avec DAMMIN. B) 
Moyenne de 10 modèles obtenus avec DAMMIF. 
Grâce au logiciel BUNCH, nous avons obtenu deux modélisations de l’organisation des 
domaines N-terminal et C-terminal. Le premier modèle, que nous appellerons Modèle A, a 
une structure globale très allongée : environ 112Å de long et 45Å de large et l’extrémité C-
terminale de l’hélice α5 est proche du domaine JAMM (figure 76). Cette longueur est un peu 
plus petite que le Dmax calculé précédemment. Cependant, la valeur chi de ce modèle est de 
0,77 ce qui indique que celui-ci est en accord avec les données expérimentales. Dans cette 
conformation, la boucle flexible est répartie tout autour de la structure et les résidus de 
l’hélice α5 de la partie N-terminale pourraient entrer en contact avec la partie C-terminale. De 
plus, d’après la superposition avec la structure du domaine JAMM en complexe avec la di-
ubiquitine liée K63 (Davies et al., 2011), le site actif d’AMSH et la di-ubiquitine se 
situeraient à l’opposé du domaine N-terminal. 
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Figure 76 : Modèle A de la structure d’AMSH Fl seule obtenu par modélisation Ab initio des 
données de diffusion de rayons X aux petits angles. A) Structure globale. Bleu : Domaine 
MIT, Violet : Domaine catalytique, Vert : Di-ubiquitine liée par la lysine K63 
 
Le deuxième modèle, le Modèle B est encore plus allongé que la modèle A : environ 124Å de 
long et 50 Å de largeur maximale, mais l’extrémité C-terminale de l’hélice α5 est la plus 
éloignée du domaine catalytique (figure 77). De plus, la boucle est beaucoup plus allongée, du 
fait qu’elle relie les deux domaines sur toute la longueur. Pour ce modèle la valeur chi est de 
0,84 ce qui indique qu’il est aussi en accord avec les données expérimentales.  Lorsque nous 
superposons la di-ubiquitine comme précédemment pour le Modèle A, il semblerait qu’elle 
entre en contacte avec le domaine N-terminal. Pour que l’enzyme puisse être active, il faudrait 
donc que ce domaine se déplace ou que la di-ubiquitine ait une position différente de celle 
observée dans un cristal. 
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Figure 77 : Modèle B de la structure d’AMSH Fl seule obtenu par modélisation Ab initio des 
données de diffusion de rayons X aux petits angles. Bleu : Domaine MIT, Violet : Domaine 
catalytique, Vert : Di-ubiquitine liée par la lysine K63. 
Pour conclure, ces deux modèles ainsi que l’enveloppe à basse résolution obtenus grâce aux 
données de SAXS, montrent qu’AMSH adopte une conformation très allongée en solution. Il 
est cependant difficile de déterminer avec précision l’orientation du domaine N-terminal par 
rapport au domaine C-terminal car deux possibilités correspondent aux données 
expérimentales. La pertinence des ces deux modèles sera discutée dans la partie discussion. 
 
AMSH/CHMP3 Fl et AMSH/STAM V.U.S. 
Le complexe AMSH Fl/ CHMP3 Fl a été purifié comme précédemment et AMSH Fl et 
STAM VUS ont été purifiés séparément puis mélangés avec un rapport molaire de 1:1 ou 1:3. 
Des données ont été enregistrées pour chaque complexe et leur analyse est actuellement en 
cours. En ce qui concerne les résultats préliminaires du complexe CHMP3/AMSH Fl, ils 
indiquent qu’il n’y a pas de changements significatifs pour le Rg (4,2nm) ni pour le Dmax 
(14,9 nm) de ce complexe par rapport à AMSH Fl seule. La structure du complexe serait juste 
un peu plus allongée. Ceci pourrait indiquer qu’en se liant à AMSH, CHMP3 adopte aussi une 
structure très allongée ce qui ne modifierait pas significativement l’enveloppe à basse 
résolution. Les résultats préliminaires du complexe STAM VUS/ AMSH sont plus variables. 
En effet, quand les deux protéines sont analysées avec un excès molaire de STAM VUS de 
1 :3, le Rg et le Dmax calculés sont respectivement de 4,3 nm et 15,2 nm ce qui n’est pas très 
différent de ce que nous observons pour AMSH seule. Cependant, quand les mesures de 
SAXS de ce complexe sont enregistrées avec un rapport molaire de 1 :1, alors le Rg et le 
Dmax calculés varient en fonction de la concentration de l’échantillon et oscillent entre 4,2 à 
5,8 nm et 14,8 à 20,4 nm respectivement. Cela pourrait indiquer une agrégation de cet 
échantillon à plus haute concentration, mais des analyses supplémentaires seront nécessaires. 
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I. Interaction d’AMSH et UBPY avec les protéines CHMP 
I.1 AMSH et CHMP3 
 
L’interaction entre AMSH et CHMP3 a été décrite de nombreuses fois dans la littérature aussi 
bien in vitro qu’in vivo (McCullough et al., 2006) (Agromayor and Martin-Serrano, 2006) 
(Kyuuma et al., 2006) (Row et al., 2007) (Ma et al., 2007) (Lata et al., 2008a)  Cette 
interaction, établie entre le domaine MIT d’AMSH et le domaine MIM de CHMP3, est 
nécessaire pour l’activité enzymatique d’AMSH in vivo mais pas in vitro et n’est pas 
indispensable pour la localisation d’AMSH aux endosomes (Kyuuma et al., 2006) (Ma et al., 
2007). Malgré toutes les études portant sur ce complexe, aucune n’avait encore décrit le type 
d’interactions mises en jeu ni les résidus impliqués. Julianna Solomons, grâce à la 
cristallisation des domaines MIT et MIM de ces deux protéines, a montré qu’il existait des 
ponts salins ainsi que des liaisons hydrogènes entre les résidus E72, K88, E104 et K107 
d’AMSH et respectivement R221, E203, R216 et L220/T219/S222 de CHMP3. Cependant, il 
était nécessaire de confirmer que ces interactions étaient bien à l’origine du complexe y 
compris en solution. Pour cela nous avons introduit les mutations correspondantes dans la 
séquence d’AMSH, purifié chacune des constructions et réalisé des expériences de co-
précipitation. Nous avons ainsi confirmé que la mutation de trois des résidus suspectés, à 
savoir K88, E104 et K107 d’AMSH, diminuait considérablement sa liaison à CHMP3 et 
qu’ils étaient donc impliqués dans cette interaction en solution. La construction contenant la 
mutation de l’acide glutamique 72 n’a pas pu être étudiée faute de solubilité.  
Pour aller plus loin dans l’étude à l’échelle atomique du complexe AMSH/CHMP3, nous 
voulions co-cristalliser les deux protéines entières. Ainsi nous aurions pu analyser les 
potentielles modifications conformationnelles et leurs conséquences (relève de l’auto-
inhibition de CHMP3 ?). A la dernière étape de purification, les deux protéines du complexe 
éluent de la colonne de filtration sur gel en un seul pic, ce qui confirme leur forte affinité. 
Cependant, malgré l’absence de contaminations révélée par les gels SDS-PAGE, une 
hétérogénéité persistait et c’est probablement ce qui empêché la cristallisation. De plus, nous 
avons montré sur gel natif qu’après 24h seulement l’hétérogénéité d’AMSH augmentait et le 
complexe n’était plus formé. Ces désagréments peuvent être dus à la grande flexibilité 
d’AMSH qui adopterait différentes conformations en solution ce qui entrainerait une 
instabilité du complexe. Pour limiter ce problème, il faudrait essayer de co-purifier AMSH 
BrFl, qui ne contient pas la boucle flexible, et CHMP3 Fl. Tout d’abord nous devrons nous 
assurer que cette nouvelle construction interagit toujours avec CHMP3. Ceci pourrait être 
vérifié, entre autres, par des expériences de co-précipitation ou de mesure de résonnance 
plasmonique de surface. 
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I.2 AMSH et CHMP1A/1B 
 
Les interactions entre AMSH et CHMP1A ou CHMP1B ont été déterminées par des tests de 
double hybride chez la levure et des essais de co-précipitation (Tsang et al., 2006) 
(Agromayor and Martin-Serrano, 2006) (Row et al., 2007) mais aucune information 
concernant la force de ces interactions ou les résidus mis en jeu n’avait été publiée jusque là. 
Cependant, il existe dans la littérature des données sur d’autres interactions de domaine MIT 
avec les protéines CHMP1A et CHMP1B. En effet,  l’AAA ATPase VPS4 a été cristallisée en 
complexe avec CHMP1A et la spastine, impliquée dans le processus de cytokinèse, a été co-
cristallisée avec CHMP1B. Ces interactions ont des constantes d’affinité de l’ordre du 
micromolaire, respectivement 4,6 et 12 µM, et celle entre VPS4 et CHMP1B est un peu plus 
faible avec une constante d’affinité d’environ 30 µM (Stuchell-Brereton et al., 2007) (Yang et 
al., 2008). Dans tous les cas ces interactions restent bien plus faibles que celle formée entre 
AMSH et CHMP3, qui est de 63 nM, et leurs structures confirment que, malgré des domaines 
MIT très similaires, les interfaces de contact sont différentes (figure 78). 
 
Figure 78 : Domaines MIT d’AMSH, de VPS4 et de la Spastine et leur interaction avec les 
protéines CHMP. Bleu : AMSH, Violet : VPS4, Jaune : Spastine, Gris : respectivement, 
CHMP3, CHMP1A (hélice) ou CHMP6 (non-structuré) et CHMP1B. Les domaines MIT ont 
été alignés selon α5. (Codes PDB : AMSH : 2XZE, VPS4 : 2JQ9 et 2KW3, Spastine : 3EAB, 
(Solomons et al., 2011) (Kieffer et al., 2008) (Yang et al., 2008) (Stuchell-Brereton et al., 
2007)) 
Nous avons donc mesuré les constantes d’affinité des complexes AMSH/CHMP1A et 
AMSH/CHMP1B par mesure des résonnances plasmoniques de surface, et analysé, par co-
précipitation, si les résidus impliqués dans l’interaction avec CHMP3 étaient les mêmes pour 
AMSH/CHMP1B. Ces complexes ont des affinités proches, de 1,49 µM pour 
AMSH/CHMP1A et 1,16 µM pour AMSH/CHMP1B, et plus faibles que celle d’AMSH et 
CHMP3. Cependant, ces affinités restent plus élevées que toutes celles déterminées pour un 
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complexe avec une protéine CHMP1. Aussi, nous avons confirmé que les résidus K88 et 
E104 d’AMSH ne sont pas impliqués dans ces contacts, en effet, leur mutation n’a pas eu 
d’effet sur la co-précipitation de CHMP1A ou CHMP1B par AMSH. Nous pouvons donc 
confirmer qu’AMSH explore différents modes d’interaction avec ses partenaires. Pour 
déterminer si les domaines MIM de CHMP1A et/ou CHMP1B utilisent les mêmes interfaces 
avec AMSH qu’avec VPS4 ou la spastine nous avons tenté de co-cristalliser ces protéines 
mais sans succès. Une autre solution serait d’analyser la conservation, chez AMSH et VPS4 
ou la spastine, des résidus impliqués dans les différents complexes puis, de muter dans la 
séquence d’AMSH les résidus conservés et de réaliser des tests de co-précipitation. Nous 
pourrions aussi tester si AMSH est capable de lier en même temps CHMP3 et CHMP1B. Si 
oui, l’interface de contact serait soit proche de celle de la spastine et CHMP1B ou de VPS4 et 
CHMP6 soit une nouvelle zone, si non, il se pourrait qu’AMSH lie CHMP1B de façon 
similaire à VPS4 et CHMP1A (figure 79). 
 
Figure 79 : Différents modes de liaisons entre domaine MIT et domaine MIM. Superposition 
des domaines MIT d’AMSH, de VPS4 et de la Spastine. Les hélices-alpha sont repérées en 
couleur : violet : α5, bleu : α2 , vert : α3 (Codes PDB : AMSH/CHMP3 : 2XZE, 
VPS4/CHMP1A : 2JQ9, Spastine/CHMP1B : 3EAB, VPS4/ CHMP6 : 2K3W, (Solomons et 
al., 2011) (Kieffer et al., 2008) (Yang et al., 2008) (Stuchell-Brereton et al., 2007)) 
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I.3 UBPY et CHMP1B 
 
Les résultats concernant l’interaction d’UBPY N-ter avec CHMP1B C-ter sont mitigés. D’un 
côté cette interaction semble possible selon les résultats de filtration sur gel et les tests in vivo 
d’Anne-Claire Jacomin et de l’autre elle n’est pas retrouvée lors d’essais de co-précipitation 
ou de mesure des résonnances plasmoniques de surface. De plus, Row et al. observaient aussi 
cette interaction lors d’essais de co-précipitation et de test en double hybride chez la levure. 
Deux facteurs varient pour chaque protéine lors ces expériences : la longueur des protéines 
utilisées ainsi que l’étiquette à laquelle elles sont attachées. CHMP1B interagit avec UBPY in 
vivo peu importe sa longueur (entière ou C-ter) et avec une étiquette GST ou GFP qui sont 
toutes les deux de taille similaire. Ce n’est donc ni l’étiquette GST de CHMP1B, ni sa 
longueur qui empêche son interaction avec UBPY lors de nos tests in vitro. En ce qui 
concerne UBPY, Row et al. ont confirmé que la forme entière et la forme tronquée (1-133) de 
cette protéine attachées à une étiquette GST pouvaient toutes les deux co-précipiter CHMP1B 
entière. Cependant, lors de nos études nous avons travaillé avec la construction tronquée 8-
138 d’UBPY attachée à une étiquette hexa-histidine. Cette construction a été cristallisée par 
Avvakumov et al. et sa structure est dimérique. L’existence de ce dimère en solution n’a 
cependant pas été analysée lors de cette étude. De plus, lors de nos purifications par filtration 
sur gel, il était difficile de distinguer avec certitude si l’élution de la protéine correspond à un 
monomère (15 kDa) ou un dimère (30 kDa) car ces deux formes éluraient à un volume trop 
proche. Il serait donc possible que la forme dimérique d’UBPY, pouvant être déstabilisée par 
l’étiquette GST, bloque la formation du complexe CHMP1B/UBPY. Pour tester cette 
hypothèse, nous pourrions tout d’abord analyser la solution d’UBPY par chromatographie 
d'exclusion de taille couplée à une mesure de diffusion de la lumière laser à angles multiples 
(SEC-MALLS) afin de s’assurer de l’état oligomérique de notre protéine. Ensuite, si celle-ci 
est dimérique, nous pourrions recloner le gène d’UBPY afin d’y ajouter une étiquette GST et 
de reproduire les essais d’interaction. Cependant, s’il s’avère que c’est en effet la forme 
monomérique d’UBPY, maintenue dans cet état par l’étiquette GST, qui interagit avec 
CHMP1B et si nous voulons caractériser ce complexe par cristallographie, il faudra peut être 
s’affranchir de cette étiquette volumineuse et muter les résidus d’UBPY à l’interface de 
dimérisation pour obtenir uniquement notre protéine monomérique en solution. 
Pour conclure, nos recherches sur les complexes entre les dé-ubiquitinases AMSH et UBPY et 
les protéines CHMP ont permis de confirmer que les résidus et les interactions mis en jeu 
diffèrent d’un complexe à l’autre et que cela a des conséquence sur la force de l’interaction. 
La poursuite de ces recherches permettrait d’identifier les résidus importants pour 
l’interaction entre les protéines CHMP1 et les DUB et de mieux comprendre leur recrutement, 
leur fonctionnement et leur régulation au sein des processus cellulaires. 
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II. Interaction d’AMSH avec STAM2 et ses conséquences sur l’activité enzymatique 
d’AMSH 
II.1 Interaction entre AMSH et les domaines VHS, UIM et SH3 de STAM 
 
L’interaction entre STAM et AMSH est à l’origine de la découverte d’AMSH (Tanaka et al., 
1999). Ce n’est que sept ans plus tard, en 2006, que le rôle de STAM dans l’activation de 
l’activité enzymatique d’AMSH a été proposé (McCullough et al., 2006) (Kim et al., 2006). 
Des essais de co-immunoprécipitation et des mesures de polarisation de fluorescence ont 
montré que cette interaction est dépendante d’un motif RXXK situé dans la partie centrale 
d’AMSH. De plus, des mesures par ITC ont permis de calculer les constantes d’affinité entre 
différentes constructions d’AMSH et de STAM1 ou STAM2 (Tanaka et al., 1999) (Kim et al., 
2006) (tableau 5). Cependant, ces études intègrent dans leur mesure uniquement le domaine 
SH3 de STAM et/ou qu’une forme tronquée d’AMSH, nous avons donc voulu étendre les 
connaissances sur cette interaction à la protéine AMSH entière et aux trois domaines N-
terminaux de STAM capables de lier l’ubiquitine : VHS, UIM et SH3 (Lange et al., 2012b). 
Pour cela, nous avons mesuré les résonnances plasmoniques de surface lors de l’interaction 
entre AMSH Fl et STAM UIM-SH3 ou STAM VUS. Dans le premier cas la constante 
d’affinité calculée est de 260 µM ce qui est plus de 40 fois plus faible que celle calculée pour 
la partie C-terminale d’AMSH (219-424) et le domaine SH3 de STAM. Ceci peut s’expliquer 
par deux phénomènes : soit le domaine N-terminal d’AMSH, qui n’était pas présent lors des 
précédentes expériences, empêche l’accès de STAM UIM-SH3 à son site de liaison, soit le 
domaine UIM de STAM n’interagit pas avec AMSH et diminue l’affinité de UIM-SH3 pour 
notre enzyme. Les résultats de l’activation de l’activité enzymatique d’AMSH par STAM, 
nous ont montré qu’UIM-SH3 était capable d’activer AMSH et que la partie N-terminale ne 
bloquait probablement pas l’interaction entre ces deux protéines. Alors, le domaine UIM n’est 
pas impliqué dans l’interaction avec AMSH. 
Pour le deuxième complexe, entre AMSH Fl et STAM VUS, l’affinité mesurée est cette fois-
ci presque 40 fois plus forte que celle entre AMSH (219-424) et le domaine SH3 de STAM. 
Cette valeur n’est pas en adéquation avec les résultats des essais de co-purification par 
filtration sur gel ou de migration sur gel natif. En effet, un complexe ayant une telle force 
d’affinité devrait éluer en un seul pic lors d’une filtration sur gel et ne pas se dissocier sur un 
gel natif or, ce n’est pas le cas. Lors des mesures de SPR nous avons constaté qu’il était 
difficile de régénérer la surface et d’éliminer totalement le complexe formé entre AMSH et 
STAM VUS. Cette persistance d’une petite partie du complexe a pu augmenter 
significativement la constante de dissociation et ainsi influencer à la hausse la constante 
d’affinité qui est égale à kd/ka. 
Pour conclure, ces résultats semblent confirmer que STAM est capable de lier AMSH 
uniquement grâce à son domaine SH3. Les autres domaines, liant l’ubiquitine, pourrait alors 
avoir uniquement un rôle de présentation de la molécule à l’enzyme. 
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Tableau 5 : Valeur des constantes d’affinité calculées pour différentes construction d’AMSH 
et de STAM. 
II.2 L’activité enzymatique d’AMSH est activée par STAM 
 
En ce qui concerne l’activité enzymatique d’AMSH, plusieurs études ont montré sa spécificité 
envers les chaînes d’ubiquitine liées par leur lysine K63 et certaines ont aussi analysé son 
activation par STAM (McCullough et al., 2004) (McCullough et al., 2006) (Kim et al., 2006). 
Ces expériences ont été réalisées avec AMSH seule ou AMSH en complexe avec STAM pour 
des temps de réaction fixes. Alors, après deux heures d’incubation, AMSH est capable 
d’hydrolyser des chaines de tétra ou di-ubiquitine et 15 minutes suffisent lorsque l’enzyme est 
en présence de son activateur. Cependant, aucune étude n’a été publiée concernant la 
cinétique de l’activité enzymatique d’AMSH ou des temps de réaction beaucoup plus courts. 
Les tests que nous avons mis en place permettent d’évaluer l’action d’AMSH dès 30 secondes 
et montrent que l’enzyme seule est très peu active dans un laps de temps compatible avec les 
processus cellulaires dans lesquels elle est impliquée. En effet, même après 30 minutes, 
AMSH n’a pas hydrolysé la moitié de la quantité de di-ubiquitine présente. L’ajout de STAM 
UIM-SH3 ou VUS permet d’accélérer ce procédé et les deux constructions ont un effet 
équivalent. Grâce à la mesure d’apparition de fluorescence, qui est plus sensible, la 
dégradation de la di-ubiquitine est visible dès l’ajout de l’activateur et, pour les deux 
expériences, la moitié de la di-ubiquitine disponible est hydrolysée dès 5 minutes de réaction. 
Il est donc possible qu’in vivo AMSH subisse une auto-inhibition et que celle-ci soit levée par 
l’interaction avec STAM. Cependant, le domaine VHS n’intervient pas dans cette activation.  
Ces résultats accentuent l’hésitation que nous avions concernant la justesse de la constante 
d’affinité mesurée entre AMSH Fl et STAM VUS et il serait judicieux de vérifier cette valeur 
par une autre technique comme  la titration de calorimétrie isothermique (ITC). De plus, afin 
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de compléter cette analyse, nous pourrions appliquer nos tests de dé-ubiquitination au 
complexe AMSH/ STAM SH3 afin de déterminer si le domaine SH3 agit seul dans 
l’activation d’AMSH ou si UIM est indispensable. 
III. Analyse structurale d’AMSH 
 
Le but premier de ce travail de thèse portait sur l’analyse structurale d’AMSH Fl afin de 
mieux comprendre sa régulation et son implication dans la régulation des protéines ESCRT. 
En effet, les conséquences d’une délétion, d’une inactivation ou d’une surexpression d’AMSH 
présentées dans la littérature sont très contradictoires. Ainsi, en ce qui concerne la dégradation 
du récepteur au facteur de croissance épithélial (EGFR), McCullough et al. ont montré en 
2004 qu’une délétion par siRNA d’AMSH entrainait une augmentation de la dégradation de 
l’EGFR. A l’inverse, Ma et al. ont observé une diminution de la dégradation d’EGFR 
lorsqu’AMSH ne peut plus être recrutée à la membrane en raison de la surexpression d’une 
forme tronquée de CHMP3. Cependant, cet effet pourrait aussi être directement lié à cette 
modification de l’expression de CHMP3 sauvage. La même incohérence est présente lors de 
l’analyse du niveau de protéines ubiquitinées lorsqu’AMSH est délétée. Row et al. (2006) 
n’ont observé aucun effet de cette délétion dans des cellules HeLa alors que Suzuki et al. 
(2011) remarquent une augmentation des protéines ubiquitinées dans la fraction membranaire 
du cerveau. AMSH, qui est présente dans tous les tissus humains testés à ce jour (Tanaka et 
al., 1999), pourrait donc agir de façon spécifique dans différents types cellulaires. Malgré 
tout, les différents groupes travaillant sur la fonction et le rôle d’AMSH au sein de la cellule 
semblent s’accorder sur un point : STAM serait un des substrats d’AMSH. En effet, Row et 
al. (2006) et Sierra et al. (2011) ont montré que lorsqu’AMSH est délétée, le niveau de STAM 
ubiquitinée augmente. Cependant, contrairement à l’action d’UBPY cette dé-ubiquitination 
n’influencerait pas la dégradation de STAM par le protéasome. AMSH hydrolyserait donc une 
ubiquitine de STAM impliquée dans d’autres fonctions que sa stabilité (Sierra et al., 2010). 
De plus, lorsque la partie N-terminale d’AMSH est déstabilisée et qu’AMSH et co-exprimée 
avec CHMP3, cela exerce une forte inhibition du bourgeonnement viral, alors qu’AMSH 
seule ou AMSH co-exprimée avec CHMP3 sans déstabilisation de sa partie N-terminale n’a 
aucun effet (Zamborlini et al., 2006) (Agromayor and Martin-Serrano, 2006) (Solomons et al., 
2011). Toutes ces informations semblent indiquer qu’AMSH pourrait avoir un rôle de 
régulateur des protéines du système ESCRT et notamment STAM et CHMP3. C’est pourquoi 
nous avons étudié les caractéristiques structurales d’AMSH Fl seule ou en complexe avec 
CHMP3 ou STAM. 
Malgré de nombreux essais et malgré l’utilisation de formes tronquées ou mutées d’AMSH Fl 
nous n’avons pu cristalliser cette protéine. Ceci est probablement du à la flexibilité apportée 
par la boucle centrale d’AMSH prédite non structurée par GlobPlot. De plus, bien que les 
profils de filtration sur gel correspondent à ceux d’un échantillon homogène, la polydispersité 
n’est jamais descendue en dessous de 20% et une certaine hétérogénéité était observée sur gel 
natif.  
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Cependant nous avons pu analyser cette protéine en solution, à plus faible concentration, 
grâce à la diffusion de rayons X aux petits angles (SAXS). Cette technique nous a permis 
d’obtenir une enveloppe globale de la protéine et, grâce aux structures cristallographiques pré-
existantes d’établir deux modèles de l’organisation des domaines N-terminal et C-terminal 
d’AMSH en solution. Ces données montrent que notre enzyme est très allongée, entre 110 Å 
et 124 Å. Les deux modèles obtenus varient sur la position de la partie N-terminale d’AMSH 
par rapport à la partie C-terminale. Dans le modèle A l’extrémité C-terminale de l’hélice α5 
est proche du domaine JAMM, alors qu’elle est à son opposé dans le modèle B. La valeur de 
Dmax obtenue grâce au calcul de la fonction P(r) est de 130 Å et ceci correspondrait à la 
longueur obtenue pour le modèle B. Alors, le domaine central non structuré d’AMSH se 
positionnerait le long de la protéine pour relier les deux domaines structurés (figure 80).  
 
Figure 80 : Modélisation de l’enveloppe d’AMSH en solution et de l’organisation des 
domaines N et C-terminaux. Haut : enveloppe moyenne obtenue par modélisation ab initio 
avec les logiciels DAMMIN et DAMAVER. Bas : Modélisation grâce au logiciel BUNCH 
des domaines N et C-terminaux d’AMSH, Modèle B. 
Afin d’améliorer nos connaissances sur cette structure nous pourrions essayer de cristalliser 
ou d’analyser en SAXS la forme plus courte de l’homologue d’AMSH chez Branchiostoma 
floridae présentée dans la partie résultats. En effet, dans le même esprit nous avions cloné et 
purifié AMSH link5 mais cette construction était trop hétérogène en solution. Ce problème 
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pourrait être résolu par le fait qu’AMSH BrFl existe à l’état naturel et comporte peut être des 
éléments de stabilisation que nous n’avons pas dans AMSH link5.  
Nous voulions aussi étudier les changements conformationnels ayant lieu lorsqu’AMSH entre 
en contact avec ses partenaires CHMP3 et STAM. Pour cela nous avons aussi enregistré des 
données de SAXS pour les complexes AMSH/CHMP3 ou AMSH/STAM (1 :1) en solution. 
Les résultats préliminaires montrent que pour ces deux complexes le Dmax ne varie pas 
significativement. Pour AMSH/STAM VUS, cela pourrait s’expliquer par le fait que 
complexe ne résiste pas à la filtration sur gel et que nous avons du mélanger après purification 
ces deux protéines et que nous ne sommes donc pas sûrs de la quantité de protéine libre ou en 
complexe. Ainsi, si l’interaction entre les deux protéines est très faible ou très brève, il se peut 
que la majorité d’AMSH soit seule en solution et que le signal de cette molécule soit celui que 
nous enregistrons. En ce qui concerne AMSH/CHMP3, il se pourrait que la structure de 
CHMP3 s’allonge pour être corrélée à la structure très allongée et très fine d’AMSH et qu’un 
réarrangement de CHMP3 ait lieu sous l’influence d’AMSH. Dans ce contexte, CHMP3 
positionnerait AMSH afin qu’elle puisse hydrolyser les ubiquitines orientées par STAM 
(figure 81). 
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Figure 81 : Hypothèse de fonctionnement du complexe tri-partite AMSH/ STAM/ CHMP3. 
Haut vue de profil, Bas : vue de dessus. STAM et CHMP3 permettraient le positionnement 
d’AMSH à la membrane afin d’hydrolyser les liaisons isopeptidiques des chaînes de 
polyubiquitine ou de mono-ubiquitine attachées sur STAM. 
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Résumés 
La voie endo-lysosomale dirige les récepteurs membranaires vers le processus de dégradation 
lysosomale. En bref, les récepteurs sont marqués par l’ubiquitine, envoyés vers les endosomes 
précoces puis, pris en charge pas le système ESCRT (Endosomal Sorting Complexes 
Required for Transport) et intégrés dans des vésicules intraluminales. Ce système est composé 
des complexes ESCRT-0, I, II, II et VPS4. Certaines protéines ESCRT sont aussi recrutées 
lors de processus topologiquement similaires comme la cytokinèse ou le bourgeonnment viral 
de certains virus enveloppés. AMSH (Associated Molecule of the SH3 domain of STAM) est 
une ubiquitine-hydrolase associée au système ESCRT qui hydrolyse les chaînes d’ubiquitine 
liées par leur lysine K63. Elle interagit directement avec ESCRT-0 via la sous-unité STAM et 
avec les membres CHMP1A, 1B et 3 d’ESCRT-III. Bien qu’AMSH pourait recruter ces 
protéines ESCRT ou être elle-même recrutée par celles-ci, le mécanisme d’activation de son 
activité d’hydrolase est encore méconnu. Afin de mieux comprendre les bases structurales de 
l’activation d’AMSH, j’ai essayé danalyser des formes recombinantes de cette protéine par 
cristallographie aux rayons X et par diffusion des rayons X aux petits angles (SAXS) ce qui 
m’a permis d’obtenir deux modèles à basse résolution. De plus, j’ai caractérisé par SPR 
(Surface Plasmon Resonance) les interactions entre AMSH et CHMP1A, 1B et 3 et déterminé 
les résidus clefs du dernier complexe. Cela a montré que les surfaces d’interaction employées 
par le domaine MIT d’AMSH ne sont pas les mêmes pour CHMP3 et CHMP1A/1B. J’ai aussi 
découvert que l’activité enzymatique d’AMSH seule est très faible ce qui impliquerait une 
auto-inhibition en solution. L’hydrolyse des chaînes d’ubiquitine liées par leur lysine K63 
pourrait alors être activée par une construction de STAM comprenant le domaine SH3 ainsi 
que les domaines liant l’ubiquitine VHS et/ou UIM. 
 
 
The endosomal pathway targets plasma membrane receptors for lysosomal degradation. 
Briefly, receptors are tagged by an ubiquitin, delivered to the early endosome and sorted into 
intraluminal vesicles by the ESCRT (Endosomal Sorting Complexes Required for Transport) 
machinery, composed of ESCRT-0, -I, -II- -III and the VPS4 complex. Some ESCRts are also 
recruited during topologically similar processes such as cytokinesis and budding of some 
enveloped viruses. AMSH (Associated Molecule of the SH3 domain of STAM) is an ESCRT 
associated ubiquitin-hydrolase which hydrolyses K63-linked ubiquitin chains. AMSH 
interacts directly with the ESCRT-0 subunit STAM and ESCRT-III members CHMP1A, 
CHMP1B and CHMP3. Although AMSH may either recruit these ESCRTs are maybe 
recruited by these ESCRTs, little is known about the activation mechanism of its hydrolase 
activity. In order to understand the structural basis for AMSH activation I attempted to 
analyze recombinant forms of AMSH by X-ray crystallography and SAXS, which produced 
low resolution models of AMSH. I further characterized AMSH interactions with CHMP1A, 
CHMP1B and CHMP3 by SPR and determined the key residues for interaction. This showed 
that the AMSH MIT domain employs two different surfaces for CHMP3 and CHMP1A/B 
interactions. I also found that recombinant AMSH has very poor enzymatic activity on its 
own, which indicates an auto-inhibited state in solution. K63-linked uibiquitin hydrolysis 
could be activated by STAM constructs containing the SH3 and ubiquitin binding domains 
(UIM and/or VHS), which were shown to interact directly with AMSH via SPR. Thus 
activation of the hydrolase activity by STAM corroborates indirectly the autoinhibited native 
state. 
